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ABRETVIATURAS
Acetil-CoA ..... Acetil Coenzlma A.
AEE  .... . Actlvidad Enzimética Especiflca.
A T P ....... . Adenosin Trifosfato.
BSA ............ Seroalbumlna de buey.
C A P   .....  Cloranfenicol,
CH .............  Ciclohexiraida.
CoA ............ Coenzlma A.
c p m ............ Ouentas por rainuto.
DBA ....... . Acido Desoxirribonucleico.
D N A a s a    Deaoxirribonuoleasa,
D N P   .....  Dlnitrofenol.
D O .......... Densidad dptica.
E D T A ...... . Acido Etilen diamino tetraacetico.
EDTA-K* .......  Sal potéaica del écido etilen diamino tetraacé
tico.
GABA ...... . Acido gamma aminobutirato,
G T P ...... . Guanosin trifosfato.
LDH ............ Lactato deshidrogenasa,
m R N A ...... . RHA mensajero.
NADH ........... Nicotinamido-adenin-dinucleotido reducido.
NADPH .......... Nicotinamido-adenin-dinucleotido fosfato redu­
cido.
PEP ............ Posfoenolpiruvato.
P : 0 .... .......  Cociente Pdsforo/oxfgeno.
POPOP .......... 1,4-bis-2-(4-metil-5-fenil oxazolil)-benzol.
PPO  ........  2,5-difeniloxazol.
RCR ............ Cociente de control respirâtorio.
RNA  ...........  Acido Ribonucleico.
RNAasa . . . . . . .  Ribonucleasa,
r p m ......... Revoluclones por mlnuto.
 ...... . Triyodotironlna.
T C A ..... . Acido Tricloroacético.
Tris ........... Tris-hidroximetil-amino-metano.
ERRATAS
Pégina 7, donde pone"Linnane y colV, debe poner"Linnane y 
Haslam (1970)V
Pégina 59, donde pone"dllucién con ague destilada"debe poner 
"dilucién con medio de aislamiento".
Pdgina 6l, donde pone "Tris CIH pH 8,1" debe poner "Tris CIH 
6 mM pH 8,1".
Pégina 226, donde pone "Verity M.A., Brown V/.J., Cheun M ., y
Czer G. (1977)*' debe poner "Verity M.A., Brown W.J. 
Cheun M., y Czer G. (1977), J. Neurochem. 673
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1.- INTRODUCCION
1,- INTRODUCCION
Son varias las razones por las que las mitocon­
drlas de cerebro ofrecen unas caracterfstleas que las diferen— 
clan del resto de las mitocondrlas de otros drganos animales y, 
en general, de las de todos los organ!smos vivos. En primer lu- 
gar, su funcion respiratoria aporta la energfa necesaria para 
el mantenimiento de la funcidn celular mds especffica del sist^ 
ma nervioso: la neurotransmisidn. De aqui que las mitocondrlas 
de cerebro hayan adaptado su funcidn respiratoria a los proce- 
sos altamente endergdnicos que mantienen el potencial de membra 
na. DésarroiIan diversos mecanismos que los interrelacionany r^ 
gulan mutuamente, aunque su base molecular mds intima sea en mu 
chas ocasiones poco conocida. Por otro lado, la peculiar estru^ 
tura neuronal plantea problemas de morfogdnesis mitocondrial muy 
partlculares, El gran cuerpo celular es el lugar donde mayor!ta 
riamente se realize el metabolismo neuronal. Sin embargo, la le 
janfa de la terminacidn nerviosa, prdcticamente carente de sis­
temas biogeneticos, obliga a mantener un transporte axopldsmico 
activo encargado del mantenimiento de la arquitectura de la ter 
minacidn nerviosa. Y en esta arquitectura sindptica la&mitocon 
drias ocupan un lugar funcional insustituible, y tienen que ser 
mantenldas, asimismo, en su recambio molecular por el some celu 
1er medlante el transporte axopldsmico.
Aparentemente, una panordmica de tal complejidad 
funcional y citoldgica harfa pensar que el estudio de estos pro 
cesos por metodos bioqufmicos convencionales seria inabordable, 
y que s6lo las tecnicas citoqufmicas permitirfan dlferenciar y 
estudiar ambas poblaciones mitocondriales - las somdticas y las
alndpticas - separadamente. Sin embargo. Gray, Whittaker y De
Robertis, al principle de la decada de los sesenta, hicieron 
una observacidn experimental de gran trascendencia para la met^ 
dologfa neuroqufmica. En efecto, estos autores comprobaron que 
la terminacidn nerviosa sufre un proceso de reanillamiento du­
rante la homogenizacidn del tejido que da lugar a una particule 
artefactual, el sinaptosoma, en cuyo interior se engloban las 
mitocondrlas sindpticas. Este hecho ha permitido el desarrollo 
de una gran variedad de tecnicas que permiten separar mitocon­
drlas libres, sinaptosomas, membranas sindpticas y mitocondrlas 
sindpticas.
En la presente Memoria doctoral, se aborda el es 
tudio y caracterizacidn de la biosfntesis proteica mitocondrial 
que es el fendmeno que mantiene su propia biogenesis y que, en 
definitive, es decisive en el mantenimiento de la propia funcidn 
cerebral. Sin embargo, este estudio debfa realizarse desde una 
doble perspectiva para dar una visidn lo mds integrada posible 
del fendmeno. En primer lugar, las peculiaridades de la neurogd 
nesis hace imposible estudiar aspectos de la misma - como es 
el caeo del transporte axopldsmico - si no es medlante una me 
todologfa que utilise incorporaciones de precursores, bien en 
certes de tejido o "in vivo". Se han descrito en la literatura 
cientffica diversos trabajos de precursores "in vivo" o en cer­
tes de cerebro, que se han abordado con el fin exclusive de de- 
terminar la vida media de las mitocondrlas. Tal tipo de estudio 
exige pulsos de larga duracidn eh donde la cinética de dilucidn 
del marcado es la base-experimental, Por el contrario, nuestro 
objetivo ha sido diferente puesto que la cinética de incorpora- 
cién del precursor era lo que nos interesaba, lo que requiers,
por tanto, pulsos més cortos donde se puedan observer poslbles 
fenémenos de transporte. En segundo lugar, el singular comporta 
miento genético mitocondrial, con todos los elementos necesa- 
rios para llevar a cabo una biosfntesis proteica auténoma, per­
mits caracterizar este fendmeno "in vitro" e intenter diferen- 
ciarlo en las poblaciones mitocondriales libres y sindpticas .
Tal dlferenciacidn no habfa sido realizada con anterioridad, ni 
establecido una correlacidn entre esta capacidad biosintética y 
la utilizacidn de dlferentes sustratos energéticos.
Unos planteamientos como los anteriormente expue^ 
tos nos han conducido a una cuestidn técnica subyacente, consi^ 
tente en matizar si toda la metodologfa existante de separacidn 
de mitocondrlas y sinaptosomas de cerebro podfa ser valorada 
conjuntamente, prescindiendo de los objetlvos expérimentales de 
partIda, Ha sido una preocupacidn permanente en nuestro quehacer 
la discusidn de los mdtodos de obtencldn de mitocondrlas de ce­
rebro existentes en la actualidad y en base a nuestros propios 
resultados expérimentales, Los metodos altemativos han sido s^ 
leccionados medlante criterios de reproducibilidad, funcionali- 
dad, pureza o compartlmentacién. Por otra parte, debido a que la 
pureza de las mejores preparaciones descritas en la literatura 
podfan ofrecer alertas dudas, sobre su grado de pureza, se ha 
abordado finalmente un método de purificacién por bifase que 
brinda la posibllidad de obtener mitocondrlas practicamente ca 
rentes de contaminacién.
Paraielçtmente a los objetlvos citados, una serie 
de cuestiones menores, pero que han surgido inmediatamente como 
consecuencia del desarrollo del tema, han sido abordadas también,
Nos referimos a aspectos taies como el efecto de la edad, de al 
gimos férmacos, e incluse de hormonas sobre la biosfntesis pro­
teica de mitocondrlas de cerebro. Taies cuestiones han sido tra 
tadas més con el énimo de abrir nuevas vfas de investigacion 
que con el de dar ahora respuestas concluyentes a los interrogan 
tes planteados.
2.- PARTE TEORICA
2.- PARTE TEORICA
2.1.- SINTESIS PROTEICA MITOCONDRIAL
2.1.1.- Caracterfsticgg de la sintesls proteica mitocondrial
Los elementos implicados en la sfntesis proteica 
mitocondrial, taies como el tRNA y los ribosomas son distintos 
de los homélogos citoplésmicos.
La sfntesis es inhibida por cloranfenicol, linco 
micina y eritromicina, mostrando resistencia a RNAasa y cicloha 
ximida (Ibrahim y col., 1974).
La iniciacién se realiza con la incorporacién de 
formil-metionina, dato que junto a su respuesta a los inhibido­
res, ha sugerido que el sistema mitocondrial tiene semejanza 
con el sistema biosintético de procariontes. A su vez se ha corn 
probado como los factores de elongacién de los dos sistemas son 
intercambiables.
Hay que destacar que la significacién de la sfn- 
tesis proteica mitocondrial no es superior al 10 % de sus pro- 
pias proteinas (Mahler y cols., 1972).
2.1.2.- Ribosomas mitocondriales
Los ribosomas mitocondriales se han localizado 
Gstrechamente asociadôs con la membrana interna mitocondrial 
(Vignais y col., 1972),' este dato juntamente con las observacLo 
nés de resistencia a determinados antibioticos "in vivo" pero no 
"in vitro" ha llevado a Linnane y col. a proponer una disposi-
ci<5n especial entre membrana y ribosomas capaz de impartir las 
caracterfsticas especiales a los ribosomas mitocondriales (Lin­
nane y Haslara, 1970; Mitchell y col., 1973; Bunn y col., 1970 ; 
Dixon y col., 1971). Estas propiedades especiales pueden ser el 
resultado de la naturaleza hidrofébica de los péptidos produci- 
dos (Ojala y Attardi, 1972; Michel y Neupert, 1973) sugiriendo 
encontrarse en el interior de la membrana para poder realizar 
la sfntesis.
2.1.3.- Folisomas mitocondriales
Hay evidencias de la existencia de ribosomas for 
mando polisomas, no obstante también se han encontrado resulta­
dos contradictorios. La presencia de polisomas tiene importan- 
cia ya que la sfntesis convencional de proteinas de peso molecu 
lar elevado implica grandes moléculas de RNA mensajero y por lo 
tanto la presencia de polisomas, mientras que la sfntesis de pé^ 
tidos de bajo peso molecular, que posteriorraente se ensamblan 
en proteinas mayores, requerirfan RNA mensajeros pequefios, sien 
do suficientes como unidades sfnteticas los monosomas. En cer­
tes de secciones finas de Candida utllis, se han apreciado ali- 
neamientos de 6 a 12 ribosomas (Vignais y col., 1972) ûnidos por 
un hilo que pudiese ser de RNA mensajero. En levadura (Mahler y 
col,, 1972; Mahler y Dawidowicz, 1973; Coopers y Avers, 1974) y 
en Euglena gracilis (Avadhani y Buetow, 1972 a, b) se han iden- 
tificado polisomas, siendo convertidos por la accion de RNAasa 
en monosomas, sugiriendo que los ribosomas estaban mahtehidos 
por RNA mensajero. No obstante los polisomas de mitocondria de 
Neurospora, no son disociados por la accién de RNAasa (Michel y 
Neupert, 1973), suponiendo que estos ribosomas estan unidos por
otres estructuras aparté del RNA, pudiendo ser el resultado de 
las interacciones hldrofébicas entre los polipéptidos que se e^ 
tan sintetlzando.
Se ha comprobado como los polisomas son activos 
tanto en la iniciacion como en la elongacién, pues incorporan 
activamente formiato (iniciacién) y leucina (elongacién).
2.1.4.- Origen de las proteinas mitocondriales
El papel de la biosfntesis proteica mitocondrial 
se podrfa fijar por la disponibilidad de la mitocondria para 
sintetlzar proteinas "in vitro". No obstante esta capacidad es­
té mucho més limitais que "In vivo" (Ashwell y Work, 1970). La 
baja relacidn de sfntesis impone la necesidad de eliminar la p^ 
sible contaminacién bacteriena. También el hecho de sacar a la 
mitocondria de su entomo supone eliminar importantes factores 
reguladores y de mantenimiento. A pesar de estos inconvenientes 
los trabajos de Coote y Work (1971), Lederman y Attardi (1973) 
demostraron que los productos formados "in vitro" correspondfan 
y eran comparables con los sintetizados "in vivo", resultando 
la gran objecién de esta técnica la baja relaclén de sfntesis.
De gran interés ha resultado el hallazgo de los 
mutantes "Petite" de levadura, pues al ser incapaces de reali­
zar blosintesis proteica mitocondrial (Schatz y Saltzgaber 1969) 
y poseer mitocondrlas (aunque modificadas), las proteinas pré­
sentés en sus orgénulos, seran de origen citoplésmico, pudiendo 
estudiar el papel de la sfntesis proteica citoplésmica en las 
proteinas mitocondriales.
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Otro punto declslvo, ha sido el empleo de inhibi 
dores especfficos de la biosfntesis proteica mitocondrial, clo­
ranfenicol, eritromicina (Iamb y col., 1968), o de la citoplés­
mica, cicloheximida (So y Davie, 1968). Hay que tener en cuenta 
que estos inhibidores son especfficos para levadura, pero no 
suelen ser tan efectivos y especfficos en otras células (Ibra­
him y col,, 1974).
De lo anteriormente expuesto se deduce que una 
proteina se consideraré mitocondrial si no se encuentra en los 
mutantes "petites" y si su sfntesis es bloqueada en la cepa de 
levadura salvaje por inhibidores de la sfntesis proteica mito­
condrial y no por los inhibidores de la citoplésmica, a su vez 
esta proteina deberé ser sintetizada por la mitocondria aislada 
en condlciones "in vitro". Inversamente la proteina que se en- 
cuentre presents en los mutantes "petites" y las mutaciones que 
afecten a la proteina se trasmitan por genes cromosémicos, jun­
tamente con cl bloquée de su sfntesis por inhibidores de la bi_o 
sfntesis citoplésmica y no por los mitocondriales se identifies 
el origen como no mitocondrial (Schartz y Mason, 1974).
El empleo de pulsos "in vivo" en presencia de in 
hibidores apropiados, con posterior elirainacién del mismo resul 
ta una técnica muy apropiada para determiner el lugar de sfnte­
sis. A su vez este sistema produce las mfnimas Interferencias 
en las Interacciones citoplasma-mitocondria.
Se ha comprobado sin lugar a dudas, que la mito­
condria sintetiza alguhas de sus propios proteinas, que estan 
codificadas en el DMA mitocondrial. De los estudios desarrolla- 
dos con inhibidores se sabe que del 85 al 95 % de la proteina
11
mitocondrial total se sintetiza en el citoplasma (Henson y col. 
1968; Hawley y Greenawalt, 1970; Schatz y col., 1972) valor que 
coincide con el deducido de los estudios de incorporacion de for 
milo que alcanznron un valor méximo del 10 % (Feldman y Mahler, 
1974). Asi se ha descrito que la mayoria de los componentes de 
la matriz (Roodyn, 1962), membrana externa (Neupert y col.,1967 
Beattie, 1967 b), membrana interna (Henson y col,, 1968; Schatz 
y col., 1972), juntamente con las proteinas que constituyen la 
maquinarfa adecuada para la transcripcién y traduccién (Subik y 
col., 1970), son codificadas por el ntîcleo y sintetizadas en el 
citoplasma.
Las células tratadas con cloranfenicol o eritro­
micina exiben una deficiencia en los citocromos a, a^, b y c^ , 
sugiriendo al menos una parcial dependencia mitocondrial. No se 
han encontrado variaciones en el contenido de citocromo c, fuma 
rasa 6 malato deshidrogenasa 6 en enzimas facilmente solubles 
(Clark-Walker y Linnane, 1966, 1967; Kronn y Jansen, 196S;Huang 
y col., 1964; Evans y Lloyd, 1967; Firkin y Linnane, 1968). En 
los mutantes "petites" también han desaparecido los citocromos 
a, a^, b, c^, pero contienen citocromo c, furnarasa, aconitasa y 
enzimas facilmente solubles (Sager, 1972),
En los mutantes "petites" se encuentra el siste­
ma F^ (ATPasa), (Schatz, 1968), no obstante difiere del sistema 
ATPasa de la cepa salvaje, ya que es oligomocina résistante lo 
que supone que algun components del sistema falta o esta altera 
do,
Debido a que gran parte de las proteinas son sin 
tetizadas en el citoplasma y codificadas por el nucleo, se ha
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comprobado como mutaciones cromosémicas producen deficiencies 
respirâtorias en levadura y Neurospora (Pittman, 1959; Sherman 
y Slonimski, 1964).
Se ha aportado recientemente la observacién de 
ribosomas citoplésmicos unidos a la membrana externa mitocon­
drial en S. cerevisea (Kellems, y col., 1974) y levadura (Keyha 
ni, 1973), Rhodoturula rubra (ICeyhani, 1973) y en Dictostylium 
cerevisiae (Cotter y col., 1969). En S. cerevisiae estos riboso 
mas corresponden a 80S y permanecen ligados a las membranas mi­
tocondriales durante el proceso de aislamiento de las mitocon­
drlas (Kellems y Butow, 1972). Esta unién se ha comprobado que 
no es artefactual, ya que en condiciones de bloqueo de la unién 
a la mitocondria no varié la proporcién de los que se encontra- 
ron ligados a la membrana mitocondrial (Kellems y Butow, 1974). 
Sin embargo, estos mismos autores han comprobado como se produ- 
cia una variacién en la proporcion de los ribosomas unidos a la 
membrana mitocondrial en distintos estados fisiolégicos, asi c^ 
mo "in vitro" eran espaces de sintetizar proteinas de las que 
una parte eran cedidas a la mitocondria (Kellems y col., 1974).
2.1.5.- Sfntesis de proteinas especificas por la mitocondria
Aunque el papel de la traduccién mitocondrial es 
cuantitativamente poco significativo, cuelitativamente ha resul 
tado ser muy importante ya que tanto el transporte electrénico 
como la fosforilacién oxidativa no se realizan cuando. falta al- 
guna de las proteinas sintetizadas por la mitocondria (Tzago- 
loff y col., 1973; Schatz y Mason, 1974). Se ha estimado que el 
20 % de la proteina mitocondrial sintetizada corresponde a corn-
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ponentes de citocromo c oxidasa (Ebner y col., 1973).
La determinacién de las proteinas sintetizadas 
por la mitocondria se ha estudiado marcando a las células de 
Neurospora o levadura estando bloqueada la traduccién citoplés­
mica por cicloheximida (Schatz y Saltzgaber, 1969). Otro impor­
tante factor es el desarrollo de la electroforesis en geles de 
poliacrilajnida-SDS que perraite separar proteinas insolubles y 
fraccionarlas en funcién de su magnitud molecular (Shapiro ycoL  
1967; Weber y Osborn, 1969). De los resultados obtenidos en di­
versos organismes se ha encontrado grandes semejanzas en Neu - 
rospora, levadura, Higado y células Hela (Coote y Work, 1971 ; 
Groot y col., 1971; Schatz y col., 1972; V/eislogel y Butow, 1971; 
Thomas y V/illiamson, 1971; Brega y Baglioni, 1971; Galper y Dar 
nell, 1971; Lederman y Attardi, 1973; Lansman y col,, 1974), ha 
biéndo obtenido de 5 a 10 fracciones de pesos moleculares com- 
prendidos entre iJOOO y 95.000*
El estudio de la naturaleza de los productos sin 
tctizados por la mitocondria puede estar sujeto a una serie de 
factores que pueden inducir a errores artefactuales. Asi las 
proteinas pueden ser degradadas por la accién de proteasas(Prin 
gle, 1970) o bien estas proteinas pueden agregarse dando unida­
des de peso molecular mayor dada su alta hidrofobicidad. La de- 
gradacién de proteasas queda inhibida por el uso de metilsulfo- 
nilfenilfluoruro (Lansman, 1974). La agregacién es difxcil de 
prévenir, conduciendo a confusién a cerca de la unidaé polipep- 
tidica mitocondrial basica. En cuanto a los experimentos de pul 
so-caza tienen el inconveniente de la accesibilidad de la leuc_i 
na a la mitocondria a pesar de las altas concentraciones exter-
14
nas (Lansman y col., 1974).
Se ha hablado de la posibllidad de que uno o va 
rios péptidos de bajo peso molecular se comporten como precurso 
res de las proteinas mitocondriales, de esta manera estos pre­
cursores se unirian a unidades de peso molecular mayor (Tzago- 
loff y col,, 1972; Michel y Neupert, 1973). Otra hipétesis man­
tiene que existiria un ndmero relativamente pequeîio de protei­
nas codificadas por la mitocondria que funcionarian como unida­
des necesarias para el ensamblaje de las proteinas funcionales 
sintetizadas en el citoplasma (Tzagaloff y col., 1972). Esta ill 
tima suposicién choca con el caso del citocromo b, que es sint^ 
tizado por la mitocondria, o con citocromo c oxidasa, ya que se 
han encontrado anticuerpos especfficos y distintos para los di- 
ferentes péptidos de la misma sintetizados por la mitocondria , 
comprobando a su vez como cada uno de ellos era capaz de inhi- 
bir la actividad del complejo (Poyton y Schartz, 1975 b). A pe­
sar de estas observaciones existen evidencias que apoyan las dos 
teorfas.
Se ha encontrado evidencia de la presencia de un 
polipéptido de bajo peso molecular como precursor en Neurospora, 
ya que en experimentos de marcado con leucina tritiada en pre­
sencia de cicloheximida, aparecieron unos productos con pesos 
moleculares de ^,000 a 10.000 a tiempos cortos de pulsos, apare- 
ciendo en mayor espacio de tiempo péptidos de mayor peso molecu 
lar, 20.000 a 40.000, comprobando como en pulsos largos, la radio- 
actividad se localizaba fundamentalmente en la fraccién de mayor 
magnitud molecular. De estos experimentos se desprende que pro­
ductos de bajo peso molecular son primeramente sintetizados por 
la mitocondria y posteriormente ensamblndos en moléculas mayo-
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res (Michel y Neupert, 1973). No obstante también se ha detecta 
do la existencia de un péptido de bajo peso molecular, 7800, en 
levadura formando una estructura polimérica de peso molecular 
de 45.000 (Tzagoloff y Akai, 1972).
Aunque es muy posible que precursores de bajo p£ 
so molecular sean responsables de la formacién de proteinas mi­
tocondriales de mayor magnitud molecular, los productos finales 
sintetizados no son semejantes, como se ha demostrado por la 
distinta composicién en aminoécidos de los péptidos de citocro­
mo c oxidasa sintetizados en presencia de cicloheximida (Tzago­
loff, 1974; Poyton y Schartz, 1975 a) o del components de ATP­
asa (Tzagoloff y col., 1974). Asi mismo los anticuerpos obteni­
dos para cada unidad de citocromo c oxidasa son totalmente espje 
cificos (V/emer, 1974 a, b).
Como ya se ha expuesto los enzimas mitocondria­
les que requieren sfntesis proteica mitocondrial son citocromo 
c oxidasa, ATPasa rutamicfn sensible, citocromo b y algunos corn 
poncntes del sistema transportador de nucleotidos de adenina.
2.1.5.1.- Citocromo c Oxidasa
La citocromo c oxidasa de levadura esté consti- 
tuida por siete polipéptidos (Tzagoloff y col., 1974; Poyton y 
Schatz, 1975 a). Después de numerosos esfuerzos se ha llegado a 
la deduccion de que très polipéptidos son sintetizados por la 
mitocondria, siendo los de mayor peso molecular del complejo , 
los restantes provienen del citoplasma. Les unidades sintetiza­
das en la mitocondria son necesarias para el ensamblaje de los 
péptidos codificados en el nucleo y analogamente los componentes
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citoplésmicoG son necesarios para el ensamblaje de los sinteti­
zados por la mitocondria. Existe desacuerdo a cerca de la proce 
dencia del péptido transportador del grupo hemo, postulando un 
origen citoplésmico (Schatz y col., 1972; Mason y col., 1973) o 
mitocondrial (Tzagoloff y col., 1974).
2.1.5.2.- Complejo ATPasa sensible a la ollgomicina
El complejo esté formado por 10 péptidos en leva 
dura y esté constituido por una fraccién de ATPasa soluble (P^) 
constituida por 5 péptidos y una proteina relacionada con la 
unién de P^ a la membrana y que a su vez confiera la sensibili- 
dad de la ATPasa a ollgomicina (OSCP). Otra lipoproteina de nem 
brana que posee 4 péptidos compléta el sistema, ésta lipoprotel^ 
na a^nida a la unién del complejo con la membrana y posiblemente 
esté también relacionada con la senslbilidad a ollgomicina (Sha 
nnon y col., 1973).
Tanto P^ como OSCP son sintetizadas por el sist^ 
ma citoplésmico (Tzagoloff, 1969 y 1970), Cuando las células de 
levadura se crecen en presencia de cicloheximida la radloactivi^ 
dad se incorporaba en componentes del complejo ATPasa qüe prec^ 
pltaban con los anticuerpos obtenidos del mismo, determinéndose 
posteriormente que correspondfan con los anticuerpos producicos 
por las 4 subunidades de la lipoproteina relacionada con la 
unién del sistema con la membrana (Tzagoloff y Meagher, 1972), 
deduciendo que la sfntesis de las misrnas se realizarfa en la ml. 
tocondria.
A pesar de la sfntesis de P^ y OSCP cuando les 
células se crecieron en presencia de cloranfenicol, el ensanbla
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je no se efectno, indicandose la necesidad de algun factor mit^ 
condrial,
2.1.5 .3.” Citocromo b
Existe numerosas formas del citocromo b en las 
distintas especies, lo que ha originado numerosas discusiones 
debido a esta multiplicidad (Slater, 1973; Wikstrom, 1973). En 
Neurospora la incorporacion es insensible a cicloheximida mos­
trando sensibilidad a cloranfenicol, lo que supone que su ori­
gen es mitocondrial.
2.1.6.- Transporte de proteinas a la mitocondria
El hecho de que no exista un método adecuado pa­
ra su estudio ha impedido por el momento una respuesta exacta, 
constituyendo actualmente uno de los problemas centrales de la 
biogenesis de la mitocondria. Se ha comprobado como tras la ad- 
ministracién "in vivo" de aminoécidos marcados a ratas y poste­
rior obtoncién de su fraccién microsomal, cuando ésta fraccién 
se mezclaba con initocondrias de ratas no tratadas "in vitro"apa 
recfan proteinas marcadas en las mismas, lo que sugiere' una ce- 
sién de las proteinas sintetizadas por los microsomas a las mi- 
tocondrias.
Entre les diverses teorfas a cerca del transpor­
te de las proteinas se ha sugerido que estas fomiasen complejos 
de fosfolfpidos (Kadénbach, 1966). El hecho conocido de que cier 
te.s proteinas de la membrana se unan a fosfolfpidos con gran 0£  
pecificidad podrfa ayudar a explicar esta hipétesis. A su vez 
estos complejos de fosfolfpidos no encontrarfan dificultad pa-
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ra pasar las membranas mitocondriales. De todas maneras no exi^ 
ten pruebas expérimentales suficientes que puedan comprobarlo.
Ya se ha comentado en las secciones anteriores 
que en levadura se ha detectado la presencia de ribosomas 80S 
unidos a la membrana externa mitocondrial, pudiendo considerar 
esta asociacién similar a la encontrada en el retfculo endoplé^ 
mico, de tal manera que sintetizarfan proteinas y las exporta- 
rxan a la mitocondria,
2.1.7.- Ensamblaje de la mitocondria
La proteina mitocondrial depends de dos slstemas 
biosfnteticos. Unas proteinas son sintetizadas en el citoplasma 
usando un RITA mensajero nuclear y otras se slntetizan por el 
sistema mitocondrial usando RNA mensajeros mitocondriales. Los 
dos sistemas estan conectados de modo que una interferencia en 
cualquiera de ellos afecta al otro.
Las proteinas sintetizadas por la mitocondria 
son fundamentalmente péptidos insolubles de la membrana (Roodyn 
1962) que corresponden a la membrana interna mitocondrial (Neu 
pert y col., 1967; Beattie, 1967 b), siendo el resto de las prjo 
teinas de procedencla citoplésmica. Como ya se ha comentado en 
la seccion anterior, el mecanismo de ensamblaje de la mitocon­
dria se desconoce por el momento.
Anteriormente al conocimiento de la existencia 
del DNA mitocondrial y- de su sistema biosintético de proteinas 
se pensaba que la mitocondria se originaria por un proceso de 
evaginacién o invaginacién de la membrana celular. Posteriormen
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te tras los descubrlmientos citados ce considéré que tenfa un 
grado de autonomfa suficiente que garantizara su continuidad de 
generacién en generacién. Esta suposicién estaba avalada por 
las observaciones de Manton, quien comprobé como en el flagela- 
do unicelular Chromulina, que posefa una sola mitocondria, su- 
frfa el proceso de fisién binario durante el ciclo de divisién 
celular. Desgraciadamente este hecho no se observa tan facilmen 
te en el resto de los organismes.
Un experiments que aporté ideas aclaratorias res 
pecto a este problems fue el realizado por Luck en Neurospora 
crasa. Obtuvo mutantes que requerfan el aporte de colina para 
poder crecer (la colina es necesaria para la sfntesis de los 
fosfolfpidos de la membrana interna mitocondrial) y se cultiva- 
ron en presencia de colina tritiada, posteriormente las células 
se cambiaron a un medio con colina frfa y se desarrolleron por 
espacio de très generaciones el cabo de las cuales las células 
se fragmentaron aisléndose la fraccién de mitocondrias y se dé­
terminé su radioactividad, comprobando como siempre aparecfa 
marcada esta fraccién subcelular. Lucie dedujo que las mitocon­
drias sintetizadas de "novo" provenfan de las ya preexistentes 
siendo esta la razén por la cual siempre obtuvo radioactividad 
en las mitocondrias (Whittaker y Dank, 1978).
En resumen parece que la nueva estructura mito­
condrial (al menos la membrana interna) se logra por adicién de 
los componentes mitocondriales nuevamente sintetizados a la mi­
tocondria preoxistente. A su vez también se ha establecido que 
la invariabilidad de la mitocondria formeda se debe a un proce­
so de division que seré mas o menos preciso dependiendo del or- 
ganismo o tejido considerado (V/hittaker y Dank, 1973).
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2.1,8.- Reorulacidn del pienoma nuclear por la mltocondrla
Las Interacciones directes entre los p^ptidos sin 
tetlzados en la mltocondrla juntamente con los procédantes del 
citoplasma determines el ensamblaje final de la mltocondrla. No 
obstante hey evidenclas considerables y con epoyo experimental 
fuerte que sugieren un control por parte de la mltocondrla so­
bre las proteinas mitocondriales sintetizadas en el citoplasma 
y codlflcadas en el DNA nuclear. Algunos de los enzlmas codlfi- 
cados en el nucleo y sintetlzados por el slstema cltopl&smico 
parecen estar Inducldos cuando la blosfntesls proteica mltocon 
drlal est^ bloqueada por antibldticos adecuados. Estos datos su 
gleren que la mltocondrla produce un represor que bloques la ex 
presion de los genes nucleares (Tedeschl, 1976).
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2.2.- MITOCONDRIA DE CEREBRO
2.2.1.- Métodos de obtencién
Debido a la complejldad estructural del cerebro, 
juntamente con su alto contenido en ifpidos, los estudios reali. 
zados con fracciones particuladas aisladas de sus homogenados 
ha conducido durante mucho tlempo a atribuir propiedades espe- 
ciales a deterrainadas fracciones, comprobando posteriormente 
que se debieron a partfculas contaminantes por la ausencia de 
una metodologfa aproplada para separar los dlstintos componen- 
tes subcelulares.
Uno de los mayores avances en el entendlmiento 
de la bioquimica cerebral, fue el hallazgo por Gray y Whitaker 
(1962) y De Robertis (1962) de la exlstencia en la fraccion del 
crudo mltocondrial de homogenados de cerebro de la presencia de 
unes partfculas, cuya morfologfa se asemejaba a la terminacidn 
nerviosa y que denominaron sinaptosomas. Posteriormente se com- 
prob<5 que efectivamente correspondfan a esta porcion de la célu 
la. Su formacidn se debe a las propiedades estructurales de la 
membrana celular, ya que tras la homogenizacion en • sacarosa 
0,32 H, la membrana una vez rota, es capaz de volverse a unir 
albergando en su interior a todos los composantes de la termina 
d o n  nerviosa, encontr^ndose por lo tanto mitocondrias sin^ptl- 
cas, vesiciilas y todos los constituyentes citoplasmicos que se 
encontraban présentes en el momento de la homogenizacjLdn.A par­
tir de este descubrimiento, el crudo mitocondrial se fracciond 
en sus dlstintos componentes pudiendose separar las mitocondrias 
del cuerpo de la neurona del sinaptosoma y posteriormente lisar 
este y aislar las mitocondrias sin^pticas.
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Desde estos hallazgos se ha realizado un gran 
fuerzo para disponer de una serie de técnlcas que proporcionen 
fracciones subcelulares no s<5lo bien separadas, sino lo mds pu- 
ras y con la mayor funcionalidad posible. El tema ha sido am- 
pliamente estudiado y asf JSbsis (1963) y Ozav/a (1966) han cl- 
tado 19 y 26 métodos diferentes para el aislamlento de mitocon­
drias de cerebro de rata, intentando lograr una alta pureza y un 
buen estado metabdlico.
En general todos los métodos estan basados en 
una separacién de los componentes del crudo mitocondrial por 
centrifugacién de gradientes continues o discontinues del itis- 
mo. El gradients discontinue de sacarosa fue desarrollado por 
Gray y V/hitaker (1962), siendo ampliamente utilizado actualmen- 
te. Otros gradientes frecuentemente empleados son los isétcni- 
cos de poliraeros de alto peso molecular de Ficoll, como los 
desarrollados por Kurokav/a y col. (1965), Abdel-Latif (1966), 
Autilio y col. (1968), Cotman y col. (1971), Morgan y col. 
(1972), Cotman y Mathews (1971), Lai y Clark (1976), Booth y 
Clark (1973). También se han empleado gradientes de CsCl, como 
los desarrollados por Kornguth y col. (1969) (1971), y Levitan 
y col. (1972). lîo obstante el empleo de gradientes suele requje 
rir el empleo de altas fuerzas centrifuges que pueden alterar la 
integridad de los orgénulos, por ello se han propuesto métodos 
que requieren bajas fuerzas de centrifugacién y cortos periodos 
de tiempo como el descrito por Clark y Nicklas(1970), empleando 
gradientes de Ficoll a bajas concentraciones o el desarrollado 
por Bernard y Cockrell (1979) basado en lavados sucesivos con 
soluciones salinas.
En las siguientes secciones se hace un estudio
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detallado del empleo de très técnlcas preparativas, dos de 
allas basadas en la utilizacién de gradientes discontfnuos de sa 
carosa y de Ficoll, y en la ultima se aporta un nuevo procedi- 
miento basado en el empleo de sistemas blfésicos de polfmeros 
de alto peso molecular.
2.2.2.- Variaciones citolégicas y régionales
El cerebro se considéra como uno de los tejidos
més ricos en el contenido de mitocondrias, asi el 15 % de la
proteina total del cerebro es de naturaleza mitocondrial. A su
vez represents el 25 % de la proteina de la sustancia gris
(Abood, 1970),
La estructura y morfologfa de la mitocondria en 
cerebro varia significativamente entre los dlstintos tipos celu 
lares, en las distintas partes de una misma célula y entre las 
distintas érean del slstema nervioso (Palay y Palado, 1955; So­
telo y Pnloy, 1963; Mugnaini y Walberg, 1964).
En cuanto al contenido se ha encontredo el mézi- 
mo en la terminacién nerviosa. Entre las células neurales y glla 
les se ha apreciado una mayor proporcion en las primeras. A su 
vez de los dlstintos tipos de células gliales el mayor conteni­
do corresponde a oligodendrocitos siguiendo a continuacion los 
astrocitos y la microglia (Tev/ari y col., 1973).
Por considernciones en el microscopio electréni- 
co se han encontrado variaciones entre las mitocondrias de célu 
las gliales y neurales de ratas adultes, diferenciéndose en la 
estructura, clase y concentracién, asf el numéro de crestas de
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la mitocondria de célula neural es superior al encontrado en 
trocitos y oligodendrocitos (Pysh y Khan, 1972), sugiriendo Gui 
ffrida y Gadaleta (1970), que los dlstintos tipos de células en 
cl slstema nervioso central difieren en su disponibilidad para 
realizar la fosforilacién oxidativa.
Al encontrar estas diferencias entre las distin­
tas clases de células se pensé que la mitocondria de oligodendro; 
glia y de la célula de Schwann estarfan selectivamente relacio- 
nadas con la sfntesis de proteinas de las veinas de mielina , 
mientras que la mitocondria de la terminacién nerviosa (mltocon 
dria sinéptica) podrfa participer en la formacién de proteinas 
axonales de la membrana sinéptica, asf como en la de péptidos 
con funcién en la neurotransmisién. No obstante a peser de los 
muchos esfuerzos encaminados a encontrar estas diferencias, va­
riaciones funclonales de esta naturaleza no han podido ser de- 
mostradas con las diverses poblaciones mitocondriales obtenidas 
de diferentes éreas de cerebro ni de les distintas poblaciones 
aisladas de une misma célula (Sidney, 1971).
2.2.3.- Evolucién de les mitocondrias con la edad
La poblacién de mitocondrias en cerebro aumenta 
rapidamente con el desarrollo, alcanzendo a los 21 dfes en rata 
un valor cuatro veces superior al encontredo al primer dfa de 
vida (Samson y col., I960).
De los distintos estudios morfolégicos desarro­
llados también se sugfere que las concentraciones de los enzi- 
mas del ciclo de Krebs de la matriz, asf como los relacionados 
con las cadenas de transporte y asociados con el complejo ATPasa
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aumentan con el desarrollo (Pysh, 1970). También se ha descrito 
que las actividades succinato deshidrogenasa y citocromo c oxi- 
dasa aumentan con la maduracién postnatal (Gregson y Williams, 
1969; Friede, 1969; Weiner, I960).
Se han observado cambios en la fraccién de vesicu 
las sinépticas raodificéndose su volumen con una evolucién para- 
lela a las curves de crecimiento de la fraccién mitocondrial , 
sugirlendose que las modificaciones de la mitocondria estan re- 
lacionadas con el aumento del numéro de las vesiculas sinépti- 
cas (Pysh, 1970). De acuerdo con esta hlpétesis también se ha 
encontrado un importante aumento durante la maduracién neonatal 
de la actividad enzimética ATPasa sodio-potasio dependiente en 
el cerebro de rata (Samson y Quin,1967), que juega un pepel fun 
damental en la funcién sinéptica.
2.2.4.- Propiedades respiratorias
Una de les caracterlsticas més sobresaliente del 
tejido cerebral es su alto consumo de oxfgeno, destacéndose la 
alta capacidad respfratoria de la mitocondria de este tejido . 
Una propiedad especffica y selective de la mitocondria de cere­
bro es el estfmulo respfratorio que experiments cuando en el mje 
dio de respiracién existe una alta concentracién del ién pote- 
sio. Este efecto del potasio se ha observado con la inayorfa de 
los sustratos respiretorios y fue descrito por Kini y Quastel 
(1959), Ozawa y col. (1967) y Clark y ITicklas (1970).. También 
se conprobé un aumento en los valores respiretorios por la adi. 
cién de valinomicina (Clark y îlicklas, 1970), antibiético que 
favorece la acuiiiulacién do potasio en la mitocondria (Harris y
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col., 1966), Se han formulado distintas hipétesis para explicar 
este efecto del potasio, asf se ha sugerido que se debe a una 
estimulacién directs sobre el sistema de transporte electrénico 
(Kini y Quastel, 1959). También se ha pensado que se deba a un 
efecto estimulador sobre la actividad ATPasa sodio-potasio de­
pendiente, lo que orlginarfa un aumento de los niveles de ADP, 
lo que provocarfa un estfmulo sobre la respiracién mitocondrial. 
A su vez Clark y Nicklas (1970), propusieron que el efecto se 
podrfa explicar por un aumento en la disponibilidad de los sus­
tratos para su oxldacién. El efecto del potasio alcanza los va­
lores méximos cuando se usa como sustrato respfratorio el piru- 
vato y malato conjuntamente, explicéndose por el estfmulo del 
ién potasio sobre el complejo piruvato deshidrogenasa, ayudado 
por la formacién de oxalacetato a partir de malato (Linn y col. 
1969; Wieland y Siess, 1970). Recientemente Bernard y Cockrell 
(1979) han relacionado el estfmulo respfratorio de potasio por 
una interaccién con el gradiente electroqufmico de protones.
Otro ién que ha presentado Interacciones con los 
valores respiretorios es el cation divalente magnesio, asf cuen 
do las mitocondrias de cerebro de rata se incuban con medios de 
respiracién con magnesio, se observa una disminucién en el esta 
to IV, asf como en los RCR (Moore y Jobsis, 1970).
2.2.5 .- Contenido enzimétlco
Las mitocondrias de cerebro, difieren -de las de 
otros tejidos por contener concentraciones importantes de los 
denominados enzimas "no mitocondriales". Asf se ha descrito la 
presencia de Hexoquinasa, creatfn quinesa y quizés lectato des-
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hidrogenasa. La funcién de hexoquinasa y creatfn quinasa serfa 
transforir el fosfato cargado de energfa del ATP a glucosa o a 
creatina, logréndose unos niveles elevados de ADP localraente , 
que estimularfa la actividad respiratoria de la mitocondria y 
podrfa a su vez explicar el alto consumo de oxfgeno por el ce- 
rehro (Abood, 1970; Bradford, 1968; Lehninger, 1970; Me Ilv/ain 
y Bachelard, 1971 b ; Moore y Jobsis, 1970).
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2.3.- SINAPTOSOMAS
Como se ha descrito anteriormente, tras la homo- 
genizacién de cerehro en sacarosa 0,32 M, se formaban unas par­
ticules denominadas por Whittaker sinaptosomas. El sinaptosoma 
engloba en su interior a todes las partfculas de la terminacién 
sinéptica, mitocondrias, vesfculas, juntamente con los constitu 
yentes citoplésmicos separados del exterior por la membrana si- 
néptica. Esta membrana es continua como se desprende de las ob- 
servaciones realizadas por microscopfa electrénica, y permanece 
Intacta siendo capaz de responder a los cambios osméticos del 
medio exterior, A su vez el sinaptosoma consume oxfgeno lineal- 
mente durante horas en presencia de diferentes sustratos (Brad­
ford, 1967, 1969), que supone la existencia de actividad metabé 
lica por estas preparaciones.
2.3 .1.- Consumo de oxfgeno y metabolismo de glucosa
La incubacién de los sinaptosomas en presencia de 
glucosa alcanza unos valores respiretorios comparables e inclu­
se superiores a los obtenidos con cortes de tejido corticales 
(Bradford, 1969; Whittaker, 1969; Balfour y Gilbert, 1970), de- 
ducicndo que los sinaptosomas mantienen el sistema glucolftico 
active y bien organizado, supliendo a la mitocondria sinéptica 
el aporte suficiente de piruvato para mantener el consumo li­
neal de oxfgeno durante un période mfnimo de très horas.
La presencia de sodio en estas preparaciones ?n 
concentraciones superiores a 70 mî.I produce un estfmulo en el 
consumo de glucosa que puede llegar a ser del doble de los vi-
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lores contrôles. Este efecto ha sido inhibido por EDTA, ouabai- 
na, ollgomicina y atractilésido, deduciendo que la estimulacion 
glucolitica del sodio se debe a un aumento de los niveles inter 
nos de ADP por estimulacion de la actividad ATPasa depen­
diente, enzima localizado en la membrana del sinaptosoma, ya que 
para eliminar el sodio que ha penetrado del exterior se necesi- 
ta una gran actividad de ATPasa. De estas observaciones se dedu 
ce que los sinaptosomas mantienen intacta su membrana y que en 
el interior del sinaptosoma las concentraciones de sodio son ba 
jas debido a la accién del sistema ATPasa (Bradford, 1971; Ver^ 
ty, 1972; Diamond y Fishman, 1973). A su vez también se ha ob­
servado como la ausencia de sodio causé una serie de modifica- 
ciones, ya que junto a una baja actividad respiratoria y escasa 
producién de ATP se encontré en el medio de incubacién un aumen 
to en los niveles de eminoécidos como glutamina, serina, glici- 
na, alanina y particularmente de GABA, explicéndose por el re- 
querimiento del ién sodio para el transporte de los aminoécidos 
(Lahiri y lajtha, 1964; De Belleroche y Bradford, 1972).
La ausencia de calcio del medio de incubacién su 
pone un aumento en la actividad respiratoria y glucolftica del 
30 % debido a que este ién modifies la permeabilidad de la mem­
brana facilitando la entrada del ién sodio al sinaptosoma, lo 
que dcsencadenora el mecanicmo anteriormente expuesto (Bradford 
y col., 1973).
2.3.2.- ProducAéii de motabolitos por el sinaptosoma
La incubacién de los sinaptosomas en la presen­
cia de glucosa supone un acuiiiulo de ATP, potasio y fosfocreati
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na (De Belleroche y Bradford, 1972). La producdén de sustratos 
taies como piruvato, malato, y glutamato permiten alcansar al­
tos valores respiratorios, superendo de esta manera el efecto 
limitante de la glucolisis (Verity, 1972). Estos resultados juu 
tamente con el efecto acelerador de la respiracion por la adi- 
cion de agentes desacoplantes al medio de incubacién (Diamond y 
Fisliman, 1973; Verity, 1972) y el control respiratorio del ADP 
sobre los sinaptosomas asf como sobre las mitocondrias sinépti 
cas aisladas, demuestra que en el sinaptosoma se desarrollan la 
secuencia compléta de reacciones metabélicas desde la entrada 
de glucosa a través de la membrana hasta la producién de CO^ y 
agua con un alto acoplamiento de la mitocondria sinéptica obt£ 
niendo un cociente P:0 de 3 para glutamato y de 2 para succina 
to como sustratos (Verity, 1972). A su vez de les determlnacio^ 
nés del contenido de potasio en el interior de los sinaptoso­
ma s se ha deducido que estas partfculas mantienen el potencial 
de membrane (Bradford, 1971).
2 .3.3.- Efecto de la despolarlzacién sobre los sinaptosomas
Tanto en la despolarlzacién qufraica producida por 
las altas concentraciones de potasio en el medio de incubacién, 
como en la ffsica producida por impulses eléctricos, se ha ob­
servado un aumento en el metabolismo, estimuléndose la activi­
dad respiratoria y glucolftica, juntamente con la liberacién de 
transmisores (Bradford, 1970 b).
La despolarlzacién originada por impulsos eléc- 
tricos ha producido una pérdida en el contenido de potasio en 
el sinaptosoma, asf corno un aumento de los niveles de sodio. Es
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te aumento de sodio séria la primera causa de la estimulacidn en 
la actividad respiratoria y glucolftica por acelerar y activar 
la bomba de sodio-potasio.
En las despolarizaciones realizadas por las al­
tas concentraciones de potasio se ha comprobado una entrada del 
cation calcio, produciéndose a su vez la liberacién de sustan- 
cias neurodinémicas y de arainoécidos.
Tras la despolarlzacién qufraica o eléctrica se 
produce la liberacién de aminoécidos al medio de incubacién, do 
los 18 aminoécidos encontrados, hay que destacar preferentemen- 
te aspartato, glutamato y GABA, que son los mayoritarlamente Ij. 
berados. En este proceso es totalmente necesaria la presencia 
de calcio en el medio de incubacién para que el proceso de libe. 
racién tenga lugar,
Los sinaptosomas aislados de distintas éreas del 
cerebro constituyen una preparacién motabolicamente activa para 
estudiar la sfntesis, almacenaje y liberacién de las distintas 
amlnas biégenas. As! De Belleroche y col. (1975), Glowinski y 
Iversen (1966), De Belleroche y Bradford (1975) han estudiado 
estos aspectos con norepinefrina, serotonina y dopamina.
Otra de las poslbilidades que ofrece el sinapto­
soma es el conctituir un buen sistema para estudiar el efecto 
de numeroras drogas sobre su metabolismo, Horn y col. (1971) 
han estudiado el efecto de numerosas drogas sobre el 'consumo de 
catecolaminas por preparaciones de sinaptosomas de hipotélamo y 
cuerpo estriado. También Gfeller y col. (1971), han encontrado 
una inhibicion en el consumo de serotonina, noradrenaline, y do-
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pamina por el efecto de agentes antiparkinsonlanos, antihlstaraf 
nicos, antidepresores tricfcllcos y fenotiazfnicos en prepara­
ciones de sinaptosomas de hipocampo y cuerpo estriado,
Utilizando sinaptosomas de cerebro completo, Ken 
nengiesser y col. (1973), encontré que la clorpromacina y ami- 
triptilina (antidepresores), provocan una inhibicién en el con­
sumo do serotonina. Este mismo resultado se ha obtenido emplean 
do ouabaina y oligomicina (inhibidores de ATPasa) por White y 
Keen (1971), estos efectos también se han encontrado con anfeta 
minas y amantidina (Thornburg y Moore, 1973).
La acetilcolina también se libera de los sinapt^ 
soma8 cuando se someten a despolarlzacién por efecto del pota­
sio o por impulsos eléctricos (De Belleroche y Bradford, 1972 b) 
siendo las cantidades encontradas del mismo orden que con otros 
transmisores como GABA y glutamato (De Belleroche y Bradford, 
1972 a).
Otro aspecto muy interesante ha sido la identifi 
cacién tanto en su contenido como en su liberacién de agentes 
hormonales en preparaciones de sinaptosomas de distintas areas 
del cerebro (Mulder, 1970; Bradford, 1970a). Este aspecto meta 
bélico ofrece la oportunidad de investigar aspectos celulares y 
bioqufmicos de los procesos de liberacién de sustancias neuios^ 
cretoras y la forma en que son moduladas por factures humorales 
taies como hormonas y neurotransmisores.
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2.4.- METABOLISMO DE I.1ACR0M0LECUIAS DE LA REGION SINAPTICA
Para poder entablar comunicacion con células di^ 
tantes, las neuronas han desarrollado las prolongaclones dedrf- 
ticas y axénicas. Ya que las terminaciones nerviosas se encuen- 
tran alejadas del cuerpo de la neurona la comunicacion entre em 
bas partes requiere un sistema de transporte de macromoléculas. 
Las dendritas al igual que el cuerpo de la neurona, poseen ribo 
somas y sintetizan proteinas a partir de RNA mensajero nuclear. 
Ko obstante, los éxones y las terminaciones nerviosas no contije 
nen ribosomas morfologicamente identificables. Aunque existe una 
gran dependencie del sistema biosintético del cuerpo de la neu­
rona, se ha propuesto a su vez que la terminacién nerviosa tie- 
ne capacidad para sintetizar proteinas.
2.4.1.- Transporte axoplésmico
Se ha establecido con toda evidencia que las pro 
teinas destinadas a la terminacién nerviosa son sintetizadas fun 
damentnlmente por el cuerpo celular y posteriormente transporta 
das a través del axén.
Dos tipos de experimentos han sido utilizados pa 
ra demostrar la existencia del transporte axoplésmico. Por una 
parte se observé que tras la ligazén de un nervio, se producfa 
un acéraulo de deterininados enzimas en las regxones proximas a la 
constriccién del nervio. El otro tipo, ha sido la presencia de 
proteinas marcadas en segmentes del axon cada vez més separados 
del cuerpo de la neurdna, tras la aplicacién en el mismo de am^ 
noacidos marcados (Hc Ev/en y Grafstein, 1968; Pibiger y col
1972). Otro dato que apoyo el transporte fue el encontrar pro-
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teinas marcadas en la terminacién nerviosa tras la administra- 
cién intraventricular de aminoécidos marcados (Barondes, 1964, 
y 1968),
De estos estudios se ha deducido la existencia 
de dos tipos de transporte, uno répido que alcanza varias clen­
to s de mm por dfa y otro lento de varios ram por dfa (Barondes , 
1964; Grafstein, 1969; lasek, 1970; Fibiger y col., 1972). Este 
transporte no es exclusive del axén, habiéndose observado a su 
vez en las dendritas (Schubert y col., 1971).
Por el transporte répido se transporta fundamen- 
talmente material particulado y glicoproteinas (Me Evven y Graf^ 
tein, 1968; Zatz y Barondes, 1971; Karlsson y Sjostrand, 1971 ; 
Me Ev/en y col., 1971). El components lento transporta cinco ve­
ces més material que el components répido y de ese material el 
60 % es proteina particulada y el 40 % es proteina soluble ( Me 
E-.ven y col., 1971) siendo tubulina (Feit y col,, 1971) la pro­
teina soluble mayormente transportada, asf mismo se ha comproba 
do el transporte de las mitocondrias (Jeffrey y col., 1972).
La inhibicién de la sfntesis proteica nq bloques 
el transporte (Peterson y col., 1967; Me Evven y Grafstein, 1971)* 
A BU vez la aplicacién de inhibidores del metabolismo energéti- 
co al axén produjo una inhibicién del transporte (Me Ev/en y Gre 
fstein, 1963) indicando que el sistema de transporte es depen­
diente del aporte de energfa y que se localiza en el axén. El 
transporte es inhibido por colchicina y vinblastina (Dahlstron, 
1968; Kreutzberg, 1969; Fernandez y col., 1970, 1971), deducién 
dose la integridad de los microtubulos para la realizacién del 
transporte. También se ha encontrado la existencia de un trms-
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porte retrégrado de la terminacién nerviosa al cuerpo de le neu 
rona (Kristenson y col., 1971; La Vail y La Vail, 1972).
No se han Identificado a todas las proteinas 
transportadas, no obstante se conoce que determinadas hormonas 
hipotalémicas son segregadas por las terminaciones nerviosas. 
También se han encontrado proteinas marcadas en cl espacio si- 
néptico postuléndose la existencia de un transporte a través de 
le membrana slnéptica, no obstante no esté totalmente evidencia 
do si estas proteinas son transportadas a través de la sinapsis 
o son proteinas de degradacién de la terminacién nerviosa (Graf 
stein, 1971).
La repidez del transporte exoplésmico en su com­
ponents répido ha llevado a atribuirle gran importancia en la 
regulacién de la funcién neural, ya que las proteinas pueden al 
canzar la terminacién nerviosa en solo unos minutos.
El mecanismo de transporte axoplasmico no esté 
perfectamente conocido, no obstante para el components répido se 
han planteado dos modelos. Ambos estan basados en el empleo de 
proteinas contractiles, actina y miosina, juntamente con los m_i 
crotubulos. El primer modelo postulado por Weis, supone que los 
meteriales se desplazan paslvamente entre los elementos micro- 
trabeculares del axoplasma. El movimiento se producirfa por pje 
ristalsis (ondas de contracién) o por cilios que estarfan gene- 
rados por proteinas contractiles. Los microtubulos y las prote^i 
nas citoesqueléticas serfan necesarias para sostener la configu 
racién adecuada de los canales o para fijar los cilios.
Eli cl otro modelo propuesto por Schartz (1930) ,
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un components flbrilar contfnuo del axoplasma proporciona carrl 
les de desplazamiento esencialraente estéticos y pasivos en los 
que los orgénulos se desplazan de forma gradual. El movimiento 
en cada carril serfa monodireccional y requerirfa aporte de ener 
gfe. Ochs (1972) propuso un mecanismo para este transporte que 
requiere microtébulos y filamentos compuestos por proteinas con 
tractiles. El orgénulo se une al filamento y al microtubulo, al 
contraerse el filamento, por una concentracién semejante a la 
producida en el complejo actinamiosina del mésculo, se acorta y 
el orgénulo se desplazarfa a lo largo de los microtubulos.
2.4.2,- Transporte axoplésmico de RNA
El transporte de RNA ha despertado un gran inte- 
réc, ya que significarfa la posibilidad de sfntesis proteica en 
el axén y la terminacién nerviosa (Austin y col., 1966; Peter­
son y col., 1968; Crsola y col., 1969; Bondy, 1971; Autilio-Gam 
betti y col., 19771 Se han encontrado una serie de datos que p^ 
drfan sugerir este transporte,ya que cuando se aplican precurso 
res marcados en reglones ricas en cuerpos celulares, RNA radio­
active se encuentra en los nervios, también se ha comprobado co 
mo los nucleétidos migran desde su punto de aplicacién, no obs­
tante, el RNA marcado no migra de una mènera discrete y conti­
nua como ocurre en las proteinas. A su vez es muy diffcil dis- 
tinguir el transporte de RNA por el axén del RNA incorporado 
por las células gliales periaxonales (Autilio - Gambetti y col.
1973).
2.4.3 .- Guitesis proteica en el sinaptosoma
Las preparaciones de sinaptosomas obtenidas por
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dlstintos procedimientos han mostrado capacidad para incorporer 
aminoacidos en proteinas (Morgan y Austin, 1968, 1969; Gordon y 
Deanin, 1963; Appel y col., 1969; Bosman y Hemsv/orth, 1970;Brid 
gers y col., 1971; Hernandez y col., 1971; Goldberg, 1971; Gam­
betti y col., 1972; Gilbert, 1972; Morgan, 1970; Cotman y Tay­
lor, 1971; Larry y col., 1975; Hernandez y col., 1976; Ramirez 
y col., 1972; Hernandez y col., 1978; Tev/ari y col., 1978; Gurd 
1976; Verity y col., 1977; Autilio y col., 1968). La dificultad 
para estudiar la sfntesis proteica en la fraccién de sinaptoso­
mas surge de la contaminaclén existante en esta fraccién, debi- 
da no solo a mitocondrias libres sino también a unas partfculas 
que poseen en su interior ribosomas y se encuentran recubiertas 
por membranao (Morgan, 1970), siendo ambos susceptibles de in­
corporer aminoécidos en proteinas "in vitro". Uno de los aspec­
tos de la sfntesis proteica més estudiado ha sido el efecto de 
antibiéticos sobre la incorporacién, utilizéndose inhibidores 
especificos del sistema biosintético citoplésmico (ciclohozimi- 
da) y mitocondrial (cloranfenicol). Ho obstante los datos apor- 
tados han mostrado gran variacién, asf Gordon y Deanin (I960) y 
Gilbert (1972) encontraron una inhibicién total por ciclohexinm 
da, mientras Ramfrez y col. (1972) encontré este mismo.resulta­
do con cloranfenicol. A pesar de estos datos extremos en la ma- 
yorfa de los estudios realizados la sfntesis proteica por sina^ 
tosomas esté inhibida del 70 - 80 % por cicloheximida, lo que 
supone que los ribosomas 80S estan implicados en el proceso y 
del 20 - 30 fv es inhibido por cloranf enicol, lo que sugiere la 
existencia de sfntesis proteica mitocondrial.
Bars distinguir la sfntesis proteica del sinapto 
soma de la producida por los contaminantes se ha estudiado el
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efecto de RNAaca y de la concentracién iénica del medio (Appel 
y col., 1969). No obstante tanto la mitocondria como las partf­
culas descritns por Morgan son insensibles a RNAasa y la modify 
cacién de las condiciones ionicas del medio pueden afectar al 
sinaptosoma como se ha expuesto en las secciones anteriores.
Dos estrategias distintas se han empleado a su 
vez; la electroinicroscopfa autoradiogréfica y el estudio de los 
productos sintetizados por el sinaptosoma, mitocondria y micro- 
soma.
De los estudios de electromicroscopfa autoradio- 
gréfica el 50 fî de la radioactividad se ha encontrado localiza- 
da en estructuras membranosas que posefan ribosomas en su inte­
rior (Gambetti y col., 1972; Cotman y Taylor, 1971), cl 20 f: es 
té asociado con la mitocondria sinéptica (Gambetti y col., 1970 
distribuyéndose el resto entre el sinaptosoma y la membrana si­
néptica, deduciéndose que el sinaptosoma es capaz de sintetizar 
proteinas por un mecanismo diferente, ademés de la sfntesis pr£ 
teica debida a la mitocondria intrasinaptosomal.
De los estudios comparativos de los prqductoc s in 
tetlzados por sinaptosomas y mitocondrias se ha encontrado que 
los péptidos sintetlzados por cada fraccién son diferentes, de 
lo que se deduce que existe otro mecanismo en el sinaptosoma que 
sintetiza proteinas (Gilbert, 1972; Ramfrez y col., 1972).
También se han realizado estos estudios con fra£ 
clones de membranes sinépticas de alta pureza (Ramfrez y col. , 
1972; Levitan y col., 1972), encontrando que la incorporacidi 
era inhibida en un 90 f, por cloranfenicol, lo que descartaria
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una contribucién de ribosomas 80S. Por este mismo procedimiento, 
Ramfrez (1973), ha comprobado por experimentos "in vivo" una in 
hibicion por cloranfenicol. A su vez los productos sintetizados 
por estas membranas sinépticas no han mostrado similitudes con 
los de mitocondrias, lo que excluye la contaminacién de mitocon 
drias en estas preparaciones. De estos resultados los autores 
concluyen que la membrana sinéptica posee un sistema capaz de 
biosintetizar proteinas con caracterfsticas similares al siste­
ma mitocondrial, aunque sus productos son diferentes. Se ha su- 
gerido que la mitocondria en la terminacién nerviosa céda su 
sistema biosintético, el cual se incorporarfa a la membrana si­
néptica (Barondes, 1974). No obstante no se han obtenido eviden 
cias de la exportacién de ribosomas por parte de la mitocondria 
(Attardi y Attardi, 1968), por ello esta hipotesis résulta dif_f 
cil de aceptar (Barondes, 1974). A su vez Gammbetti y col.(1970 
Hernéndez y col. (1976), (1973), y Autilio y col. (1968) han ob 
tenido inhibiciones del 30 aproximadamente por efecto del CAP 
que contrasta con el 90 aportado por Ramfrez y col. (1972) .
De los estudios mas recientes se apoya la posibilidad de que el 
sinaptosoma incorpora aminoécidos a través de un sistema no mi­
tocondrial aunque hay que presenter fuertes eyidencias. para de^ 
cartar la contribucién debida a los contaminantes (Barondes , 
1974).
2.4.4.- Glucosilacién de proteinas por las fracciones sinapti- 
cas
La adicién covalente de distintos residues a pro^  
teinas puede ser un mecanismo adecuado para modular la funcién 
sinéptica. TjOS azucares se incorporan a las proteinas una vez
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que han dejado los ribosomas, existiendo evidencias que sugieren 
que a nivel de retfculo endoplésmico liso, aparato de Golgi (Win 
zler, 1970), y en membranas celulares (Roth y col,, 1971) se pro 
duce la glicosilacién. Se ha realizado un gran esfuerzo para d£ 
terminar si en la terminacién nerviosa se produce también. Para 
su estudio se han empleado técnicas "in vitro" e "in vivo".
En los estudios realizados "in vivo" (Bosmann , 
1972; Dutton y col., 1973; Zatz, 1971; Gurd, 1970), se adrainis- 
tran azucares marcados intracerebralmente determinandose a dis­
tintos tiempos la radioactividad de las proteinas de la termina 
cién nerviosa. Por el empleo de esta técnica se han obtenido eyl 
dencias de la incorporacién de glucosamina en proteinas de la 
terminacién nerviosa (Dutton y col., 1973). No obstante la in- 
terpretacién de los estudios realizados "in vivo" résulta diff­
cil, ya que es posible la contaminaclén de esta fraccién por r£ 
tfculo endoplésmico o Golgi. En cuanto a los intentos realiza­
dos con fucosa, hay muy pocas evidencias que confirmen su incor 
poracion (Zatz y Barondes, 1971). A su vez también se han desa­
rrollado experimentos "in vitro" de glicosilacién con sinaptoao 
mas aislados (Reith y col., 1972; Mariani y col., 1972), exis- 
tiendo asf mismo el problema de la posible contaminaclén con re 
tfculo endoplésmico o Golgi, no obstante fracciones alternante 
purificadas han Incorporado glucosamina en glucoprotoinas ( Pe^ 
toff y col., 1971). Después de la incorporacién, los sinaptoso­
mas se han lisado y se han fraccionado sus componentes a través 
de gradientes, aparecicndo una proporcién importante do'radloac 
tividad asociada con la fraccion enriquecida en mitocondrias , 
sugiriendo que la glicosilacién encontrada en la fraccién de 
sinaptosomas se efectuase en la mitocondria sinéptica (Dutton y
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col., 1973). A su vez se ha descrito la existencia de glicopro- 
proteinas (Itoh y col., 1974; Martiny Bosmann, 1971) asociadas 
con la membrana extema e Interna mitocondrial (Itoh y col. ,
1974). También se ha descrito la presencia del enzima manosil 
transferase asociada a la membrana interna mitocondrial, sugi­
riendo que la mitocondria serfa susceptible de glicosilar pro­
teinas (Mordis y col., 1974).
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2.5.- SINTESIS PROTEICA FOR LA MITOCONDRIA DE CEREBRO
2.5.1.- Aspectos générales
Se ha comprobado como la mitocondria de cerebro 
purificada posee todos los componentes esenciales para la sfnt^ 
sis de proteinas, incorporando activamente aminoécidos en sus 
proteinas tanto en sistemas "in vivo" como "in vitro" (Sidney , 
1971).
Klee y Sokoloff (1964), demostraron que los homo 
genados de cerebro de rata (una vez eliminados nucleos y restes 
celulares), incorporaban leucina marcada en la fraccién mitocon 
drial. También comprobaron como el crudo mitocondrial en deter­
minadas condiciones mostraba capacidad para incorporer aminoéci 
dos marcados (Klee y Sokoloff, 1965), no obstante esta fraccién 
estaba contaminada con mielina y terminaciones nerviosas, pu- 
diendo contener algun fragmente microsomal. Posteriormente in- 
vestigaciones realizadas en otros laboratories revelaron que 
preparaciones de mitocondrias de cerebro altamente purificadas 
eran activas en la incorporacién de aminoécidos en sus propias 
proteinas (Bachelard, 1966; Campbell y col., 1966). Mokrasch 
(1966), aporté datos que sugerfan que la mitocondria de cerebro 
de rate era més activa que otras fracciones celulares en le in­
corporacién de leucina marcada en lipidoproteinas. El marcado 
de proteinolfpidos aparece fundamentalmente localizado en el 
interior de la molécula (Mokrasch, 1966; Klee y Sokoloff, 1965) 
El cloranfenicol inhibié esta incorporacién, interpreténdolo llo 
krasch, como una pruoba inequfvoca de la evidencia de sfntesis 
proteica mitocondrial.
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2.5.2.- Condiciones de incubacién "In vitro".
Desde los primeros trabajos desarrollados por Me
Iiean (1958) que comenté que la mitocondria aislada era capaz de
incorporer aminoécidos "in vitro", gran esfuerzo se ha realiza­
do para determinar los factures y composicion adecuada de los 
medios de Incubacién para los estudios de biosfntesis proteica 
"in vitro". A pesar de que cada autor propone unas condiciones 
particulares, existen ciertos factores que se aplican de forma 
general.
En cuanto a la composicién iénica del medio de
incubacién esté comprobada le necesidad de potasio, oscilando
su concentracién desde 30 a 120 mîfl, la sustitucién por sodio é 
por amonio produce una disminucién de la incorporacién (Beattie 
e Ibrahim, 1973; Beatti, 1979). Hay autores que considérai! nec£ 
saria la adicién de MgCl^ al medio, (Beattie, 1979), mientras 
que otros consideren suficiente la concentracién existante en la 
mitocondria (Ramirez y col., 1972), no obstante se recoinienda su 
presencia. El fosfato y el EDTA, han mostrado un efecto benefi- 
cioso en general (Gadaleta y col., 1976). En cuanto a los tam- 
pones empleados, en mitocondria de higado se ha comprobado que 
el tampén bricina o tricina supone una majora en la incorpora­
cién frente a Tris (Beattie, 1979), no obstante este efecto no 
se ha descrito para mitocondria de cerebro. El pH optimo os 7,4 
+ 0,2 (Remirez y col., 1972). In adicién de una mezcla de 19 em_i 
noacidos al medio no supone aumento en los niveles dq incorpora 
cién (Ramirez y col., 1972). En cuanto a las necesidades energé 
ticas para soportar la sfntesis proteica, no se ha encontrado 
modificacién por la adicién do sistemas exégenos productores de
44
energfa, demostréndose que la mitocondria de cerebro posee sufl 
ciente ATP para mantener la sfntesis proteica (Ramirez y col., 
1972; Bachelard, 1966).
La temperatura éptima descrita por Giufrida y Ga­
daleta (1970), Ramirez y col. (1972), ha sido de 37^ C. La con­
centracién de proteina mitocondrial oscila de 1 a 3 mg/ml, sien 
do aconsejable una buena aireacién y agitacién a lo largo de la 
incubacién.
Otro aspecto que debe ser perf ectamente contrôla 
do y salvado es la eliminacién de contaminaclén bacteriana tan­
to durante la preparacién de las fracciones mitocondriales, co­
mo en el transcurso de la incubacién, pare ello se deben ester^ 
lizar todas las soluciones que se empleen a lo largo del proce­
so (Beattie, 1979).
2.5.3.- Caracterfsticas de la sfntesis proteica de mitocondrias 
de cerebro
Debido a la dificultad encontrada para aislar 
fracciones de mitocondrias de cerebro con un buen estado de pu­
reza, Gordon y Deanin (1963) apuntaron que la mitocondria do cjb 
rebro se comportaba cualitativamonte distinta de las de otros 
érganos en la biosfntesis proteica, ya que ésta era inhibida to 
talniente por la cicloheximida y resistente a cloranfenicol. Po^ 
teriormente Morgan (1970), demostré que la mitocondria de cere­
bro se comportaba frente a cloranfenicol como las de otros érga 
nos, debiéndose los resultados obtenidos por Gordon y Deanin a 
la presencia de contaminantes en sus preparaciones.
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La incorporaci(5n es resistente a RIÎAasa, cicloh^ 
ximida. îTo requiore la adici<5n de la fraccion de enzlmas obteni 
doc a pH 5, ni el aporte de sistemas externes de energfa. Pré­
senta senslbilidad a cloranfenicol y puromicina y agentes desa- 
coplantes (Campbell y col,, 1966; Bachelard, 1966; Morgan y Ans 
tin, 1968; Ramirez, 1972).
La incorporéei<5n de amino^cidos ha sido estimula 
da por ADP, GTP, y determinados sustratos del ciclo citrico, 
pecialmente con d-cetoglutarato (Morgan y Austin, 1963).
Otro aspecto destacable es la dependencia de sfn 
tesis proteica en mitocondria de cerebro de su estado, siendo 
un importante factor el procedimiento empleado para su obten- 
cidn (Campbell y col., 1966), asf Hernandez y col., (1978), Henn 
y col., (1976) comprobaron como las fracciones mitocondriales sjo 
metidas a altas fuerzas de centrifugaci<5n tenfan disminuida su 
capacidad para incorporar amino^cidos.
En los estudios de vida media de la mitocondria 
de cerebro se ha comprobado que no se comportan con una unidad, 
sino que las proteinas solubles presentan una vida media infe­
rior a la do la mitocondria compléta, (Beattie y col., 1967 a).
A su vez el valor del recambio de la proteina mitocondrial de 
cerebro ha resultado ser muy superior al de otros organos (Beajb
tie, 1967 a), Aunque hay que tener en cuenta que el valor de la
vida media aportado por distintos grupos varia notablcmente,des 
de 20 dias aportados por Von Hungen y col. (1968), a los 26,3
de Beattie (1967) y a los 41 aportados por Rodriguez de Lores y
col. (1971), dependiendo de la via de administracion del isoto­
po.
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Hay que destacar el efecto de determinados agen­
tes neuroqufmicos sobre la biosintesis proteica, esi la clorpr^ 
mazina y la serotonina (Campbell y col., 1966), causaron una in 
hibicion en la incorporaci<5n "in vitro" mientras que el GABA en 
presencia de ADP, la acetil colina, DOPA, epinefrina y norêpin^ 
frina ban provocado una estimulacidn (Sidney, 1971). A su vez 
Roth-Schechter y col. (1979) ban comprobado un estimulo en el 
metabolismo general de la mitocondria de célula glial cultivada 
por efecto del pentotal.
De las dos fracciones mitocondriales existantes 
en la neurona, las dos ban mostrado capacidad para la sfntesis 
proteica mitocondrial "in vitro" (Morgan y Austin, 1968; Austin 
y Morgan, 1967; Ramirez y col., 1972; Larry y col., 1975). Aun­
que se ha querido iinplicar a cada fraccidn mitocondrial en la 
sfntesis de proteinas especfficas en funcidn de su distinta lo- 
calizaci(5n, no se ban encontrado datos expérimentales que lo 
apoyen (Barondes, 1974).
2.5.4.- Sfntesis proteica mitocondrial durante el desarrollo
La poblacidn mitocondrial en cerebro aumenta du­
rante la fuse activa del crecimiento, con un gran aumento en la 
proteina mitocondrial como comprobé Samson y col. (I960). Tam- 
bién ciertos enzimas localizados en este org^nulo aumentaron su 
actividad durante el desarrollo (Plexner, 1955; Kuhlman y Lov/ry 
1956; Giufrida y Gadaleta, 1973).
Una frûccidn de crudo mitocondrial de rata reve- 
1(5 la maxima incorporacioh de leucina a los 10 dfas de vida(Klee 
y Sokoloff, 1965), Este pico coincide con cl periodo do mielini^
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zacion m^s activo y se relaciond con la sfntesis de proteolfpi- 
dos, del 10 al 20 dfa, la radioactividad especffica de proteolf 
pidos baj6 a la décima parte de los valores mé.::inios (Klee y So­
koloff, 1965). Lb. mitocondria en el cerebro inmaduro aporta ener 
gfa y otros factores requeridos para la sfntesis proteica tanto 
mitocondrial, como microsomal més efectivamente que en el cere­
bro madurd (Klee y Sokoloff, I964).
Mitocondrias purificadas de las regiones corres- 
pondientes a hemisferios cerebrales, tallo cerebral y cerebelo 
de ratas de 10 dfas de vida, ban mostrado una actividad biosin- 
tética muy superior a la obtenida en ratas de 30 dfas, confirmén 
dose la existencia de una gran actividad metabélica en esta eta 
pa del desarrollo que coincide con los procesos de proliferacién 
y diferenciacion de las regiones cerebrales (Guifrida y Gadale­
ta, 1973).
3.- MATERIAL Y METODOS
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3.1.- MATERIAL
3.1.1.- Animales utilizados
En todos los experimentos se han utilizado ratas 
de la raza Wistar, con una edad de 2 - 3 me ses y un peso aproxi 
medo de 200 - 250 g., suministredas por los criaderos de nues- 
tra Pacultad, uséndose machos en los experimentos desarrollados 
en Ficoll, y hembras en el resto de las preparaciones.
Los animales se han matado por decapitacién, el 
craneo se abre rdpidamente y se realiza un corte transversal en 
el cerebro al nivel de los tubérculos cuadrigéminos, utilizando 
se en los experimentos el denominado "forebrain" (cerebro ante­
rior), que comprende el diencefalo y telencéfalo sin bulbos o3- 
fatorios.
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3.2.- PR0DUCT03 Y APARATOS
3.2.1.- Productos
—  Dextrano T 500, Picoll 400 y Sephadex G-25 ("coarse") 
de Pharmacia Fine Chemicals.
—  Triton X-100, PPO, POPOP de Packard.
—  Piltros GP/C de V/hatman.
—  El resto de los productos han sido surainistrados por 
SIGî.iA Chemical Company y MERCK.
3.2.2.- Isotopos
Los isétopos procedfan de "The Radiochemical Cen 
tre" (Amersham), habiéndose empleado L-[4,5-^H] leucina de ZO 
- 60 Ci/mmol 6 de 135 Ci/mmol y L-j^U-^^cj leucina de una acti­
vidad especffica mayor de 300 mCi/mmol.
3.2 .3 .- Aparatos utilizados
—  La homogenizacién se ha efectuado en homogenizadores 
de vidrio "Bounce homogenizer" (Bleassing Glass, Ro­
chester, Nev/ York 14009) <5 en potter Elvehjen y pi£- 
tilo de teflon.
—  Las ccntrifugaciones se llevaron a cabo en una cenirf 
fuga refrigerada "I-âSS High Speed 13", 6 "Sorval RC-5 
Superspeed refrigerated centrifuge" y las ultraceniri
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fugaciones en los modelos Beclnnan L5-50 con rotores 
S\V 27.1 y Ti 50.1 6 "I.ÎSE 50 centrifuge" con los roto 
res SW 3 23 ml. y 6 X 38 nil.
Los ajustes de pH se hicieron en un pHmetro 22 Ra­
diometer.
Las pesadas se realizaron en balanza electrics de 
precision "tlettler".
Las actividades enziméticas y espectros de citocr^ 
mos, se leyeron en los espectrofotémetros Unicam SP 
1800, SP 1750 y SP 800, con registrndor automético.
El control respiratorio se logro mediante registre 
polarogréfico con el microelectrodo Clark type 
(Yeltov; Springs Instruments Company, Yellow Springs, 
Ohio).
Las medidas de radioactividad se consiguieron en un 
contador de centelleo liquide "Packard, mod. Tri- 
-Carb, 2425".
Los indices de refraccién se midieron en un réfracté 
metro de Abbe, PZO V/arszawa RL-Kr.
La esterilizacion del material de vidrio se consi- 
guié en una estufa Electre Helios de 2409 C de tem 
pcratura.'
Los agitadores mecénicos eran de la marca "Cenco" y 
"Gricel".
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Las filtraciones sobre filtros Y/hatmen se realizaron 
en un aparato de filtracién Millipore.
Las incubaciones se han efectuado en un baîîo con agi 
tacién "Selects, Unitronic-320".
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3.3.- METODO
3.3.1.- Esterilizaclén del material
En los experimentos donde se han llevado a cabo 
incorporaciones "in vitro", el material de vidrio (Pirex) se e_s 
terilizé por calor seco en estufa durante 3 horas a 1309 c. Los 
medios de aislamiento y solucién de Picoll se esterilizaron en 
autoclave a vapor fluente, por espacio de 5 minutes. La esteri­
lizacion del medio de incubacién asi como de sustancias termolé 
biles se efectué por filtracion, en filtros Millipore GS de 
0,22 ^ m ,
3.3 .2.- Hétodos de aislamiento
3.3.2.1.- Aislamiento de mitocondrias por gradiente discontiauo 
de sacarosa
El método esté basado en Gray & Whittaker (1962), 
con algunas modificaciones. Una vez sacrificada la rata por de- 
capitacion, se extrae el cerebro lo més répidamente posible y 
se coloco en medio de aislamiento (Sacarosa 0,32 M, EDTA Iml.! , 
Tris CIH ImT/î pH 7,4), se trocean con tijeras y se afiade més me­
dio de aislamiento, se deja reposer y se decanta y se vuelve a 
Invar con medio de aislamiento oliminéndose là mayoria de los 
globulos rojos de la preparacién. Se réalisa la homogenisacion 
en medio de aislamiento al 10 5', ayudéndonos de un potter Elveh 
jem de vidrio y pistil-o de teflén a 4 00 r. p.m. y 8 movirnientos 
complétas de subida y bajada. El homogenado ce centrifuge a 1.100 
durante 10 min. desechando el precipitado y rccogiendo el so
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brenadante, el cual so centrifuga a 15.000 g, durante 20 min. pa 
ra recoger el precipitado que constituye el crudo mitocondrial. 
Este curdo se resuspende en 20 ml. de medio de aislamiento y se 
centrifuge a l'^ '.OOO g, durante 20 min., desechando el sobrenadan 
te y rccogiendo el precipitado. Esta operacién se repite très 
veces obteniéndose el precipitado del crudo mitocondrial lavado. 
Este crudo se resuspende en medio de aislamiento y se coloca en 
la superficie de un gradients discontfnuo de sacarosa constitul 
do por dos bandas de 7 ml. de sacarosa 0,3 M y 1,2 M en EDTA 1 
mM, Tris CIH 1 mî4 pH 7,4. Ese gradients se desarrolla tras cen- 
trifugacién en el rotor SW 27.1 a 23.000 r.p.m., dos horas a 4^0 
proporcionando très fracciones bien diferenciadas: en la inter- 
fase del medio de aislamiento y la banda de sacarosa 0,8 M apa- 
rece la fraccién de mielina; en la interface de sacarosa 0,8 M 
y 1,2 M se encuentra la fraccion de sinaptosomas y en el fondo 
del tubo aparece un precipitado de mitocondrias libres. Con la 
fraccion de sinaptosomas se ha procedido de dos formas diferen- 
tes. En algunoG casos se ha diluido una vez su volumen con EDTA
1 y tampén Tris CIH 1 ml.î a pH 7,4, y se ha centrifugado a
40,000 r.p.m. una hora en el rotor Ti 50.1, obteniéndose un pre­
cipitado de sinaptosomas,o bien se ha diluido con cl inlsmo tam- 
pén hasta una concontracién de sacarosa 0,32 RI aprozimadamente, 
y se ha centrifugado a 15.000 g, durante 20 min. obteniendo el 
precipitado de sinaptoso:aas. La lisis de los sinaptosomas se rea 
]izé por choque hipoosmético con EDTA 1 mM, tampon Tris GUI 1 mTÜ
a pll 7,4 durante media hora a 49 C en bano de hielo, en la pro-
porcion de 2 ml/g de tejido inicial. El lisado se coloca sobre 
la superficie de un gradients discontinue de sacarosa constitui 
do por dos bandas do 5 ml de sacarosa 0,3 M y 1,2 M en EDTA 1 inM 
y tampon Tris CIH 1 mM a pH 7,4, desarrolléndolo por centrifuge
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I
1100 g *  15 mi n
SO0RENAOANTE 
15000 g * 20 min
CRUDO MITOCONDRIAL 
resusp*ndido en 20 ml 
medio de aislamienlo
I
15000 g 20 min
SOBRENADANTE
50BRENADANTE CRUDO MITOCONDRIAL LAVADO 
resuspendido en medio de aislamiento
i
Sacarosa 0.8 M 
Sacarosa 1.2 M
23000 ^ m % 2 h
MIELINA 
SINAPTOSOMAS 
MIT LIBRE
alternalivamenie
dilucion con igual volumen 
de tampon de lis is
40000 rpm x I h
I '------ 1 f
diluido con tampon de 
lls is a sacarosa 0,32 M
15000 g % 20 min
SOBRENADANTE SINAPTOSOMAS 
lisis con 2 ml/g, 30 min, 4 *C
~ ~ l
SOBRENADANTE
Sacarosa Of M 
Sacarosa 1.2 M
MIT SINAPTICA
4 I
23000 rpm » 2 h
ESQUEMA d e l FRACCIONAUIENTO POR GRAD I ENTES DISCON- 
TtNUOS DE SACAROSA.
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cion a 23.000 r.p.m. durante dos horas en un rotor SW 27.1 y 
proporcionandonos en el fondo del tuho el precipitado de mito­
condrias sinépticas. Los precipitados de mitocondrias libres y 
sinapticas se resuspenden en el medio de aislamiento obtenién­
dose una preparacién adecuada pare la realizacién de los distin 
tos ensayos funcioneles.
3.3.2.2.- Aislamiento de mitocondrias por gradients de Picoll
A) Preparacién de Ficoll 20 55 o/p
Todas las soluciones de Picoll se han obtenido por 
dilucion de una solucién madre de Picoll al 20 % p/p; ésta se 
préparé a partir de una solucién de Picoll en agua destilada al 
30 95 p/p, tras 5 horas de diélisis y posterior deterrainacién de 
su peso especifico por gravirnetrfa, ajustando su concentracién 
final al 20 fS p/p.
B) Obtenclén de mitocondrias libres de origen no sinéptico por 
el método de Clark y Nicklas
El procedimiento esté basado en Clark and Nicklas 
(1970). T/>s cerebrosprocedentes de 3 ratas se trocean con tije­
ras y se lavan con medio de aislamiento (sacarosa 0,25 M, EDTA- 
IC*'0,5 m?vT, Tris CIH 10 iTiI.I, pH 7,4), dos veces para eliminar los 
glébulos rojos. Este material se homogeniza manualmente con 30 
ml. de medio de aislamiento en un hornogenizador de vidrio Boun­
ce, con pictilo de vidrio y "clearance" de 0,05 mm, por 12 emb_o 
ladas complétas de subida y bajada. El homogenado résultante se 
diluye hasta 60 ml. con medio de aislamiento y se centrifuge a
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HOMOGENADO lOV. 
2000 g *  3 min
NUCLEOS SOBRENADANTE 
12500 g X 8 min
CRUDO MITOCONDRIAL 
resuspendido en 12 ml 
Ficoll 3V«
i
Ficoll 3V. 
Ficoll 6V.
SOBRENADANTE
11500 g X 30 min 
:
MIT C&N 
resuspendida en medio 
de aislam iento
11500 g X 10 m in
ESQIJEMA DEL AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS "CLARK & NICKLAS"
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2.000 g, 3 min., recogiendo el sobrenadante y centrifugéndolo a 
2000 g, 3 min, SI crudo mitocondrial se obtiens por centrifuge- 
cion del ultimo sobrenadante a 12.500 g, 3 min. y se resuspende 
en 12 ml. de medio de Picoll a 3 (obtenido del medio Picoll 6 
95 por dilucién con agua destilada y ajustando el pH a 7,4), 6ml 
de esta suspension se colocan sobre 25 ml. de medio Picoll 6 55 
(Picoll 6 95 p/p, manitol 0,24 M, sacarosa 60 mM, EDTA-K* 50A.M, 
Tris c m  10 mî.î, pH 7,4) y se centrifuge a 11.500 g, 30 min, El 
sobrenadante juntamente con la capa blanquecina depositada so­
bre el precipitado se eliminan. El precipitado se lava dos ve­
ces con 5 ml. de medio de aislamiento y se decanta. Posterior- 
niento se resuspende en 20 ml de medio de aislamiento y se cen­
trifuge a 11.500 g, 10 min. Se élimina el sobrenadante y el pr£ 
cipitado se vuelve a suspender en 1 ml del medio de aislamiento, 
utilizando esta preparacién para los distintos ensayos metabéll 
C O S .  Todas las operaciones se desarrollaron a 4 ®  C.
C) Obtencién de mitocondrias libres y sinapticas por gradientes 
discontinuas de Picoll
Esté basada en Lai y col. (1977), Booth y Clark 
(1978), con algunas modificaciones. En cada experimento se han 
utilizado 12 cerebros divididos on 3 lotes. El material de cada 
lote (4 cerebros) se troceé, se lavé dos veces con medio de ai^ 
lamiento (sacarosa 0,32 M, EDTA-K^l mM, Tris CIH 10 mM, pH 7,4) 
para éliminer los glébulos rojos y se homogenizé manualmente con 
30 ml. de medio de aislamiento en un hornogenizador Bounce con 
pistilo de vidrio ("clearance" total 0,1 mm) por 12 emboladas 
complétas. El homogenado se diluyo a 60 ml con medio de aisla­
miento. Esta hor.iogenisacién se realizé con cada lote por sépara
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do y postcriormente se unieron todos los homogenados, los cua- 
les se ccntrifugaron n I .300 g, 3 min. El sobrenadante resultan 
to so centrifugcT a I7 .OOO g, 10 min. obteniéndose el crudo mit_o 
condrial. Este precipitado se resuspende en 15 ml de medio de 
aislamiento, diluyéndose a continuacion con 90 ml de Picoll al 
12 % (Picoll 12 % p/p, sacarosa 0,32 K, BDTA-K* 50/c.M, Tris CIH 
10 mM, pH 7,4), homogenizéndose suavemente con un potter de vi­
drio y pistilo de teflén de 0,375 mm de "clearance" para obte- 
ner una buena suspensién. Postcriormente se formaron gradientes 
discontinues de Picoll con 18 ml de la suspensién anterior, 10 
ml de Picoll 7,5 % (Picoll 7,5 95 p/p, sacarosa 0,32 M, EDTA-K*
50y&H, Tris CIH 10 raîil, pH 7,4) y 5 ml de medio de aislamiento, 
centrifugandose a 25.000 r.p.m. durante 60 min., obteniéndose 
la mielina en la interfase del medio de aislamiento con el Pi­
coll 7,5 95; la fraccién de sinaptosomas en la interfase de Pi­
coll 7,5 95 y Picoll 10 95 y un precipitado en el fondo del tubo 
de mitocondrias libres. La fraccién de sinaptosomas se recogié 
con la ajuda de una pipeta Pasteur y se diluyé hasta 45 ml con 
tampén Tris CIH 6 mil pH 3,1, homogenizando la suspensién en el 
hornogenizador Bounce y pistilo de vidrio con un "clearance" t_o 
tal de 0,05mm con 0 emboladas complétas ; 15 ml del lisado resuT 
tante se colocan sobre 5 ml de Picoll 10 95 (obtenido del Picoll 
el 12 95 por dilucién con agua destilada) y se centrifuge, a 30.000 
r.p.m. 30 min. recogiendo un precipitado en el fondo del tubo 
conetituido por mitocondrias sinépticas. Los precipitados de 
mitocondrias libres y sinépticas se lavan con 5 ml de medio de 
aislamiento dos veces para eliminar la ligera capa blanquecina 
que aparece alrededor de los precipitados. Postcriormente los 
precipitados de ambas fracciones mitocondriales se resuspenden 
por separado en 20 ml de medio BSA (19 ml de medio de aislaiiiien
60
NUCLEOS
HOMOGENADO 10*f.
I
1300 g X 3 min
SOBRENADANTE
I
17000 g X 10 min
i :
CRUDO MITOCONDRIAL 
diluido con Ficoll I2*/. 
hasia Ficoll 10*/.
MEDIO DE AISLAMIENTO
FICOLL 7.5*/. 
FICOLL 10"/.
.MIELINA
.SINAPTOSOMAS
99000 g
I
;^ x 30 m in -I
SOBRENADANTE
a llarna llvam enla
dilucion con tampon 
de lis is  has ta  45 m l
i
LISADO
dilucion con 4 volumenes 
de medio de aislamiento
I
17000 g X 10 min
99000 g X lo  min J
SINAPTOSOMAS en tampon 
de lisis, 2 m l/g , 30 min, 4*C 
MIT. SINAPTICA I
SOBRENADANTE
LISADO 
FICOLL 7,5*/. 
FICOLL 10'/.
99000 g X 50 min. Î
MIT. SINAPTICA
ESQUEMA DEL FRACCIONAM!ENTO POR GRADIENTES 
DiSCüNTItiUOS DE FICOLL.
61
to y 1 ml de BSA 10 mg/ml) y se centrlfugan a 7.300 g, 10 min., 
los sedimentos résultantes se resuspenden en medio de aislamien 
to, utilizando entas suspensiones para los distintos ensayos rne 
tabélicos.
Cuando no se disponia de los rotores SW 6 % 38ml 
y 3 X 25 ml de lo. ultracentrifuga MSE-50, se utilize como mate­
rial de partida 8 ratas y se modificaron los gradientes para qb 
tener mitocondrias libres formando 6 gradientes de 9 ml. de la 
suspensién del crudo mitocondrial, 5 ml de Picol 7,5 ^ y 2 ml de 
medio de aislamiento centrifugando a 25.500 r.p.m., 30 min. en 
el rotor SV/-27.1 de la centrifuga Beclcman L5-50. Con la fraccién 
de sinaptosomas se procedio de la siguiente manera: una vez rec_o 
gida se diluyé con 4 volumenes de medio de aislamiento y ce cen 
trifugé a 17.000 g, 10 min., el precipitado se licé con tampén 
Tris ClîT pîî 3,1, 2,5 ml/gramo de tejido, dejéndolo en reposo 30 
minutes a 4? C. Plnalizada la lisis se formaron 4 gradientes di_s 
continues de Picoll constituidos por 5 ml de Picoll 10 55 , 5 ml 
de Picoll 7,5 y 7 ml de lisado, centrifugéndose a 25.500 r.p.m 
durante 50 min. en el rotor SW 27.1. Con los precipitados de ini 
tocondrias libres y sinépticas se procedié como se describié an 
teriormente. Todas las operaciones fueron realizadas a 4 9 C.
3.3.2.3.- Aislamiento de mitocondrias libres y sinaptosomas por 
particién en sistemas bifésicos
a) Obtencién de mitocondrias brutas
Se han'utilizado 10 ratas por experimento. Los 
cerebros se trocearon con tijeras y se lavaron con medio de ai_s 
lamiento (sacarosa 0,32 M, EDTA-K* i mM, Tris CIH 1 ml.î, pH 7,4)
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dos veces, para eliminar la mayorfa de los glébulos rojos de la 
preparacién. La homogenizacién se ha realizado al 15 % p/v en 
el medio de aislamiento con un potter de vidrio Elvehjen y pis­
tilo de teflén a 200 r.p.m. con 5 movirnientos completos de subi 
da y bajada. El homogenado se centrifuga a LlOO g, 10 min., de­
sechando el precipitado y centrifugando el sobrenadante a 19.000 
g, 20 min. El sobrenadante se decanta y se recoge el precipita­
do que constituye el crudo mitocondrial. Este precipitado se r_e 
suspende en 12 ml de medio de aislamiento; 6 ml se depositan s_o 
bre una bande de 20 ml. de Picoll al 6 % (Picoll 6 55 p/p en me­
dio de aislamiento) y se centrifuga a 19.000 g, durante media ho 
ra, decantando con cuidado el sobrenadante. El sedimento esté 
formado por dos partes bien diferenciadas: un botén marrén y una 
capa blanca voluminosa, constituido por mitocondrias libres y 
sinaptosomas respectivamente. Los sinaptosomas se recogen invir 
tiendo el tubo de centrifuga, mientras que el botén de mitocon­
drias permanece fijo en el fondo del tubo. Los sinaptosomas se 
diluyen con 3 volumenes de medio manitol (manitol 0,32 M, EDTA 
0,1 mî.'T, tampén fosfato potésico 5 mM, pH 7,8) y se centrifuga a
10.000 g, 10 min., tanto este precipitado de sinaptosomas como 
el de mitocondrias brutas se resuspenden en 1 ml de medio mani­
tol.
b) Preparacién del sistema bifésico
El sistema bifésico se préparé a partir de solu­
ciones madrés de polimeros y de sales formando 20 gramos de un 
sistema con la siguiente composicién: 6,4 % (p/p) DextranoT500, 
6,4 55 (p/p) polietilenglicol 4000, EDTA 0,1 mM, 0,1 f5 BSA (li­
bre de écidos grasos), sorbitol 0,32 M, Tampén fosfato potésico
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5 mM, pH 7,0, y dejéndose durante una noche a C, disponicndo 
al dfa siguiente de las fases perfectamente separadas.
Un gramo de los resuspendidos de mitocondrias bru 
tas y de sinaptosomas se afiadieron a dos tubos conteniendo cada 
uno de ellos 7 gramos de una solucién cuya composicién despues 
de la adicién del material fue la misma del sistema bifésico an 
teriormente citado. Dicho sistema se agité 20 veces por inver- 
sién del tubo, centrifugéndose a continuacién a 3000 r.p.m. du­
rante dos min., transcurrido este tiempo se formaron dos fases 
la superior y la inferior. La fase superior (U^ del esquema ad- 
junto) fue cuidadosamente recogida con una pipeta Pasteur, y se 
aiîadié a un tubo que contenfa 3 ml. de la fase inferior (obten^ 
do del sistema bifésico anteriormente formado). A la fase infe­
rior é interfase (L^ del esquema adjunto) se anadié 3 ml. de la 
fase superior. Loo dos sistemas asf obtenidos se trataron como 
se ha descrito anteriormente. Las fases superior e inferior (U^ 
y Lg, del esquema adjunto) so diluyeron con 15 ml de medio man_i 
toi y se centrifugaron a 19.100 x g durante 30 min. Los sedimen­
tos résultantes se resuopendieron en 30 ml. de medio manitol y 
so recentrifugaron en las mismas condiciones. Los sedimentos r^ 
ouspendidos on medio de aislamiento nos proporcionaron las fren 
clones de mitocondrias libres y sinaptosomas para estudios pos- 
teriores.
Cuando se han realizado ensayos respiratorios la 
ultima centrifugacxén se realizé en medio ESA formado por 19 ml 
de medio de aislamiento y 1 ml de BSA 10 mg/ml.
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3.3.2.4.- Purificacién de mitocondrias libres y sinéoticas de 
Ficoll por particién en sistemas bifésicog
Los precipitados de mitocondrias libres y sinép- 
ticas obtenidas por gradientes discontinues de Picoll al 7,5 %
y 10 55 se resuspendieron en 1 ml de medio manitol, 0,5 ntl de es 
ta suspensién se deposité sobre una bifase de 3,5 g, cuyas con- 
centraciones finales fueron 6,5%p/p Dextrano T 500, 6,5 # p/p 
Polietilenglicol 4 000, sorbitol 0,32 I.î, EDTA 0,1 niM, tampén fo^ 
fato potésico 5 mM, pH 7,8, procediendo como se ha descrito en 
la seccién anterior,
3.3.3.- Determinacién de actividades enziméticas
3.3.3 .1.- Actividad citocromo c oxidasa (EC 1.3.3.1)
La actividad citocromo c oxidasa fué determinada 
espectrofotométrlcamente por la velocidad de oxidacién del cito 
cromo c reducido a 550 nm. Le mezcla de reaccién contenfa 1 ml. 
de citocromo c reducido (25^ 6,1!) en tampén fosfato sédico 10 mîl, 
pH 7,0 y 2 0 ^ 1  de cada fraccién que corresponden a 4^ g  de pro­
teina (Turner, 1973).
La preparacién de citocromo c reducido ce logré 
a partir del compuesto oxidado en tampén fosfato, por adicién 
de una punta de ecpétula de ditionito sédico y eliminacién pos­
terior del mismo por paso a través de una columna de sephadex 
G-25 ("coarse"). La fraccién con el citocromo c reducido se ejus^ 
té a una densidad éptica de 0,7 y lac lectures ce realizaron a 
259 C.
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3 . 3 . 3 . 2 . -  A c t i v i d a d  d e  I r  l a c t a t o  d e s h l d r o g e n a s a  ( E C  1 . 1 . 1 . 2 7 )
Se llevo a cabo segun Clark & Nicklac (1970), 
guiendo espectrofotométrlcamente la oxidacién del NADH a 340 nm 
en un medio que contenfa tampén fosfato potésico 50 mM, pH 7,4, 
Piruvoto 1 mM, NADH 0,2 mM, y 0,5 ^ Triton X-100 producida por 
cada fraccién.
3 . 3 . 3 . 3 . -  A c t i v i d a d  a c e t i l c o l i n e s t e r a s a  ( E C  3 . 1 . 1 . 7 )
Se ha determinado por el método de Ellman y col. 
(1961), basado en la hidrélisis del loduro de acetil de tiocoM 
na y aumento de la absorcién éptica a 412 nm por la reaccién de 
la tiocolina con cl reactivo de Ellman, para ello se préparé un 
medio que contenfa loduro de tiocolina 0,75 mî.î, reactivo de Eli 
man 0,2 mM, tampén fosfato potésico 100 mî.î pH 0 para cada deter 
minacién.
3.3.3.4 .- Actividad citrato sintasa (EC 4 .1.3.7)
Se ha realizado segén Clark y Land (1974), midién 
dose la produccién de Coenzima A libre a partir de Acotil Coen- 
zima A y aumento de la absorcién a 412 nm por la reaccién del 
CoA libre con el reactivo de Ellman, Para cada determinacién se 
preparaba tuia solucién con 65 nmol de Acetil CoA, 130 nmol de 
oxalacetnto potésico, 130 nmol de reactivo de Ellman, 130^.lol 
de Tris CIH pH 8 con 0,03 Triton X-100 en un volumen final de 
1,3 ml usando aproximadamcnte 2 0 ^ g  de proteina por ensayo.
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3* 3.3.5.-Actividad NADPH citocromo c oxidorreductasa (EC 1. 6.2.4)
Esté basada on Cartledgo y Lloyd (1972), siguien 
do espectrofotométricamente la reduccion de citocromo c oxidado 
a 550 nm. La mezcla de reaccién contiens tampén fosfato sédico 
50 mid pH 7,5, cianuro potésico 3 mM, citocromo c oxidado 0,03 
niM, NADPH 0,2 mM.
3.3.3.6.- Actividad fiunarasa (EC 4.2.1.2)
La actividad fumarasa esté basada en el método 
de Ralcer (1950), determinando el aumento de absorcién éptica a 
240 nm, debido a la formacién de fumarato en un medio que con­
tenfa inalato sédico 50 mM en tampén fosfato sédico 50 mM a pH
7,5.
3.3.3 .?.- Actividad succinato deshidrogenasa (EC 1.3.99.1)
Se ha efectuado por el método de Green y col. 
(1955), basado en la oxidacién del succinato y disminucién de 
la absorcién éptica a 600 nm por la reducién del 2,6 diclorofe 
nol indofenol.
Para ello se préparé un medio que contenfa EDTA 
3 mM, KCIT 3 mM, DCIP (2,6 diclorofenol indofenol) 0,1 mM, tam­
pén fosfato sédico 100 mM, pH 7,6 y succinato sédico 9 mM.
3.3.3 .3.- Determinacién de proteinas
Las proteinas fueron determinadas por el método 
de Lorry y colaboradoros (1951), o por el método de biuret, s_e
68
gun Cornell y col. (1949), con standard de albiîmina de suero bo 
vino.
3.3 .4 .- Actividad resoiratoria
El consumo de oxdTgeno se ha raedido polarogréfica 
mente con un microelectrodo del tipo Clark. El medio utilizado 
contenfa 5 é 100 mM potasio. El medio 5 mM potasio esté consti­
tuido por; Manitol 225 mM, Sacarosa 75 mM, EDTA-K^ 0,005 mM,
KCl 5 mî<l, Fosfato tris 5 mM pH 7,4 y Tris CIH 10 mM pH 7,4. El 
medio potasio 100 mM contenfa; Manitol 75 mM, Sacarosa 25 mM , 
EDTA-ir 0,005 mM, KCl lOOmM, Fosfato tris 5 mM pH 7,4 y Tris CIH 
10 mM pH 7,4.
Para cada determinacién se utilizaba aproximada- 
inente 1 ing de proteina y la temperature de 25® C.
El estado III se inicié por la adicién de ADP 0,5 
mM en presencia de los sustratos. La razén de control respirat_o 
rio (RCR) se ha determinado por el cociente entre el estado III 
y IV, segén Chance y Williams (1956).
3.3 .5 .- Esooctro de citocromos a 25^ C
El espectro de los citocromos reducidos con ditio 
nito menos oxidado se han realizado en un espectrofotémotro Uni 
cam SP IGOO n 259 C, en cubetas de cuarzo de 1 ml con una venta 
na de 1 mm y velocidad de la carta de 10 nm/cm.
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3.3.6.- Determinacién de écidos nucleicos
3.3.6.1.- Extraccién de écidos nucleicos
El método esté basado en el desarrollo por S cime i. 
der (1957). Los sedimentos de mitocondrias se resuspendieron en 
el medio de aislamiento y se incubaron una hora a 4^ C con RMA- 
asa del tipo A y B 50^g/ml, DNAasa del tipo I y II 25/*,g/ml pa 
ra eliminar el REA y DITA no mitocondrial que pudiese tener la 
preparacién mitocondrial. Una vez incubado, se centrifugé a  17.000 
g, 10 min. a 49 C, eliminando el sobrenadante y recogiendo el 
sedimento. El sedimento de mitocondrias libres se suspende en A 
ml y el do mitocondrias sinapticas en 1 ml de medio de aislamien 
to. Un mililitro de cada fraccién mitocondrial se trata con 2,5 
ml de TCA 10 5S centrifugando posteriormente a 3.000 r.p.m., 10 
min. a 49 C eliminando el sobrenadante. El precipitado se trata 
con 2,5 ml de TCA al 10 % y se centrifuga a 3.000 r.p.m., 10 min 
a 49 C recogiendo el sedimento, el cual es resuspendido en 1,3 
ml de agua y se trata con 1,3 ml de TCA 10 55 calentondo la mue^ 
tra 15 minutos a 909 C. Posteriormente la solucién ce centrifu­
ga a 3.000]’.p.m. 10 min. a 49 C recogiendo el sobrenadante. El ce 
dimento se trata con 2,5 ml de TCA al 5 55 y se centrifuga a 3000 
r.p.m., 10 min. recogiendo el sobrenadante que juntamente con el 
procédante de la centrifugacién anterior contendré los écidos nu 
cleicos de nuestro material.
3.3.6.2.- Estimacién cuantitativa de PJTA y DUA
La valoracién cuantitativa ce ha realizado por 
a.plicacion de las técnicac colorimétricas de Dische (1955) y
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Burton (.1956), con utllizaci6n de deidoo nucleicos puros para 
la preparacl6n de soluciones standard,
3.3.7 .- Incorporacidn de Jjeucina en cortes de cerebro
3.3.7.1.- Preparacion de cortes
Los cortes de cerebro se preparan con la ayuda 
de un cortador de pelas, para ello, una vez obtenido el cerebro 
se dividld cade, liemisferlo en dos por un corte longitudinal y 
posterionnente se aplicabe. cl cortador do geles. Los cortes pro 
ducidos tenfan una seccion maxima de 0,3 mm y el tiempo desde 
el sacriflcio del animal hasta la preincubaci6n no ezcedid de 3 
- / minutes, siendo estas dos caracteristicac de pran importan- 
cie. para el mantonimiento de las propiedades biolcSpicas de Ion 
certes, sepun 1.1c Ilv;ain y col. (I96I) y Bacheland y col. (1962). 
En alpunos ezperimentos se sustituy5 el cortador de peles por un 
émbolo, pasando el cerebro a traves de una malle, de nylon que 
nos proporciono el material adecuado para la incubacion.
3.3.7.2.- Incubacidn de los cortes
Estd basada en V/hite y col. (1972) y Larry y col. 
(1975). Los cortes obtenidos de un cerebro, aprozimadamente 1 g 
de material, se colocaron en un matraz erlenmeyer de 25 ml y se 
adiciond 10 ml de medio ICrebs-îlinper focfato de Le Ilvvain, Le 
Ilv.'ain (1951), Kcesey col. (1965) y posteriormento modificado 
por Larry y col. (1975) an orden a mantener un pK do 7,2 a lo 
larpo de toda la incubacidn, constituido por l'TaCl 50 ïiiJ.T, KCL 5,1 
m].T, CnClg 0,75 ml.î, LpSO^ 1,3 mJ.:, Glucosa 10 ml.1. Torn non fosfato
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sodico 50 mM, ajustando el pH final a 7,2. La incubacidn se de- 
sarrollo en un bauo de agua con agitacion a la temperatura de 
37- C y con borboteo continue de gas de o::igeno puro. Loo cor­
tes se preincubaron durante 15 minutes; a partir de este momen­
ts se adiciond 20^Ci de Leucina 40 - 60 Ci/mmol manteniendo 
las condiciones mencionadas durante 1 hora. La incorporacidn se 
pard sacando loo matraces del bafio y adicionando 5 ml de medio 
de aislamiento, con leucina frfa, Sacarosa 0,32 mil, EDTA 1 mil , 
Tris c m  1 mM pH 7,4, L Leucina 10 mil y centrifugando a 5.000 r. 
p.m. a 45 0 durante un minuto. El sedimento se resuspende en 20 
ml de medio de aislamiento con leucina frfa y se centrifuga 1 
minuto a 5.000 r.p.m. a 4 G c. Con este precipitado se procedid a 
la ertraccidn descrita en la seccidn 3-3-2.1 para obtener las frac^ 
clones mitocondriales.
En los orperimentos realizados con antibidticos, 
se adicioneron al medio en las concentracioneo senaladas al pie 
de tablas y figuras, antes de la adicidn de la leucina tritiada.
3.3.7.3.- riedlda de la radioactividad
Para determiner la Incorporacidn de amirtodcidos 
en protelna, la fraccidn de mitocondria libre y oinaptica se r£ 
suspende en medio de aislamiento en una concentracidn aprozima- 
da de 2 mg/ml. Por duplicado se toman muestras de 0,5 ml a las 
eue se adiciona 0,5 ml de TCA 20 fj p/v y se dcjan 1 hora en re­
pose a /  ^ C. El precipitado se rccoge en filtros G/P Vdaatman y 
se lava dos veccs con 5 ml de TCA al 5 5^ . Una vez secados los 
filtros se aliadc 5 ml do liquide de centellco (PPO 5 g, POPOP 
0,1 g, en tolucnp 1.000 ml y Triton X-100 en proporcion 2:1).Las
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muestras se leyeron en un contador de centelleo liquida Packard 
Tri-Carb mod 242S.
3.3.3,- Experimentos "in vivo”
3.3 .3 .1.- Tecnica para la inyeccidn intracerebroventricular en 
la rata sin anestesia
El método esté basado en Chermat & Simon (1975), 
con algunas rnodificaciones. Se inmovilizé al animal con la mano 
izquierda asiéndole con los dedos pulgar e fndice en la zona del 
cuello y eotirando la piel. Una vez en esta posicién y con la 
zona ventral de la cabeza apoyada sobre la mesa se procedié a 
tomar las referencias con una plantilla triangular de pléstico 
transparente, haciendo coincidir la base con el borde posterior 
de los ojos y el vértice con la Ifnea media de la cabeza, La cé 
nuls, soportada solidariamento en la plantilla, fue asf guiada a 
una zona situada apro;rimada.:nente a 2,5 imn detras de la sutura c_o 
ronarla y a 2,5 imn a la derecha de la sutura sagital. La cénu- 
la se introdujo a presion de forraa que atrnvesara el hueso del 
craneo y penetrara 3 mm desde la base de la plantilla*.a conti- 
nuaci(5n, se hizo pasar a su través una jerlnga Hamilton (volu- 
men 10^1) descendiendo hdsta 5 mm (medido desde la base de la 
plantilla). Esta profundidad résulté ser adocuada al peso de los 
animales utilizados. Se verified periédicamente con colorante el 
lugar de la inyeccién, resultando ser précisa su ejecucién me- 
diante este método. En cada e::peri;.’^ nto se ha administrado 20 
Oi de leucina tritiada, en 2 0 ^  1.
73
3.3.3.2.- Aislamiento de fracciones mltocondriales
Una vez sacrificadas las ratas se ha realizado 
un fraccionamiento subcelular para obtener las fracciones de mi 
tocondrias libres y sinépticas a traves de un gradients discon­
tinue de sacarosa conio se ha descrito anteriormente.
3.3.3.3.- Tvîedide de la radioactividad
lia radioactividad se ha medido como se describe 
en el apartado anterior.
3.3 .9 .- Expérimentés "in vitro"
3 .3 .9.1.- Incorporaclén de Leucina en mitocondrias obtenidas 
por Ficoll
Las mitocondrias obtenidas por Ficoll se han su^ 
pendido on el medio de aislamiento y con esta suspension se han 
realizado los experimentos de incorporacidn.
Como medio de incubacion se he utilizado el me­
dio de respiracién 100 mlvl K*. La concentracidn do isdtopo ha s_i 
do lyU'Ci/'.nl de medio/mg de proteina mitocondrial aproximadamen- 
te. Como fuonte de energia se ha usado los siguientos tipos;
  Sistema externe generador de ATP: AT? 2 mM, fosfoenol piru-
vato 5 iiiTi, 50/f.g/ml piruvato quinasa.
  Sistema enddgeno; Se eàiciona al medio sustratos oxidables
como succinato 10 «iil.l o glu terne to 10 mil, y piruvato en pre- 
sencla de malato 2,5 mM.
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Bn el primer sistema, el ATP se genera en el me­
dio y posteriormente paoaré a la mitocondria, mientras que en 
el segundo sistema el ATP lo produce la mitocondria por fosfor^ 
lacidn oxidativa, Beattie e Ibrahim (1973).
El estado III se ha mantenido durante la incuba- 
ci(5n por exceso de ADP, ADP 20 mM o por medio de un "trap” de h_e 
xoquinasa, fomiado por glucosa 20 mlvl, MgCl^ 5 mM, ADP 1 mM, dia 
lizado de hexoquinasa 0,1 U por mg de proteina mitocondrial.
Otro sistema utilizado ha sido glutamato 25 mM y 
Atractildsido 50^M, Mockel y Beattie (1975).
Las incubaciones se han realizado en matraces er 
lonuneyer de 25 ml. esteriles, en un ba.io con agitacidn continua 
a 37- C tomdndosG a cada tiempo una muestra de 0,5 ml por duplj. 
cado y adicionandolo sobre 0,5 ml de TCA al 20 fa p/v,
3.3.9.2.- Incorporacidn de ^^C Leucina en mitocondrias obtenidas 
por Picoll
La pauta seguida ha sido la misma que con la leu 
cina tritiada, modificsndo el medio de incubacidn, al cue se 
anadio MgCl^ 6 mI4.
Las incubaciones se realisaron.en tubos de vidrio 
esterilisados de 10 ml, tonéndose muestras de 0,3 ml por dupli­
cado y adicionéndolas sobre 0,3 ml de TCA 20 ■
3.3.9.3.- Determinecidn de radioactividad
La radioactividad se dctermino cojîio se ha descri
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to anteriormente.
3.3.9.4.- Control de contaminacion bacteriona
El control de contaminacién se ha realizado al 
final de la incubacién sembrando lac muestras diluidas en pla­
ças de agar-sangre o de Triptic Soy agar (DIFCO) y cultivendo-
las durante 24 horas a 37- C.
3.3.10.- Microscopic electrdnica
La técnica esté basada en Larsson y col. (1371).
Las suspensiones de las particules se han fijado con glutaralde
hido al 4 5; adicionando a 0,4 ml de cada suspension 1 5 ^ 1  de 
glutaraldohido al 25 E. Despues de varias horas de repose se 
centrifugaron a 600 g, 10 min, lavande los sedimentos con medio 
manitol; posteriormente, éstos ce fijaron con OsO^ al 2 fj en 
tampon fosfato sOdico 0,1 H durante una hora, a continuacion se 
deshidrataron con etanol y se embebieron en Epon, Los cortes se 
roalizaron con un ultramicrotomo LIŒ y se tiilieron con acetato 
de uranilo y citrato de plomo.
'H-
4.- RESULTADOS
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4.1.- EXPERIEHCIAS "HT VIVO”
4.1.1.- CaracterlsaciOn de mltocondrias aisladas por gradlente 
discontinuo do sacarosa
4.1.1.1.- Actividades enziméticas
A lo largo del proceso de obtencion de mitocon­
drias libres y sinépticas se han tornado alicuotas de cada frajc 
ciOn caracterizéndolas por enzimas marcadores, utilizando la 
actividad lactato deshidrogenasa como marcados citoplésmico;la 
actividad acetil colinesterasa como marcador de membrana, y las 
actividades citocromo c oxidasa y citrato sintasa, como marca­
dores mitocondriales. En la Tabla I se describen las activida­
des enziméticas totales por fracciOn. La actividad lactato de_s 
hidrogenasa se localisa mayoritariamente en el sobrenadante pos^ 
mitocondrial representando el 45*25 de la actividad total en 
presencia de Triton X-100; las fracciones mitocondriales repre- 
sentan el 0,41 y el 0,071 f' de la actividad total en mitocon­
drias libres y sinépticas respectivamente. A su vos por efecto 
del Triton X-100 hay un aumento de la actividad de dicho enzima 
en todas las fracciones siendo de 3,4 veces en la fraccidn de 
sinaptosomas. La actividad acetil colinesterasa en mitocondrias 
represents el 0,37 fî y el 0,13 E' de la actividad total en libres 
y sinépticas respectivamente. Las actividades de citrato sinta­
sa en mitocondria libre y sinaptica supone el 5,45 ^ y 1,5 f-’ de 
las actividades totales y el 8,04 ^ y 2,3 % de la actividad to­
tal do citocromo c oxidase respectivamente. El rendimiento en 
protoinas mitocondriales es el 0,7 T' y cl 0,21 % respecte de la 
proteina total del homogonado.
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En la Tabla II se expresan las actividades enzi- 
maticas especxficos, apareciendo los valores més baj'os en las 
fracciones mitocondriales para los enzimas marcadores de conta 
minantes, membrana y citoplasma, siendo las actividades enzimé- 
ticas especificaa de citocromo c oxidasa y citrato sintasa las 
més elevadas en dichas fracciones.
TABLA I
ACTIVIDADES ENZIMATICAS TOTALES DEL PRACCIONAMIENTO POR GRADIEN- 
TE DISCONTINUO DE SACAROSA
LDH
LDH ♦ 
Triton
Acetil
colin.
Citrato
sintasa
Cit. c Prote^ 
oxidasa na
Homogenado 317,768 536,038 54,648 164,542 7,958 885,500
Nucleo 58,632 121,926 20,034 50,400 1,386 472,500
Crudo mitocon 
drial 33,528 118,302 17,340 67,938 8,244 125,250
Sobrenadante
postmitocon. 194,368 242,560 15,872 12,512 1,216 130,000
Sinaptosomas 20,318 69,480 8,776 45,259 1,245 116,550
Mitocondrias
libres 1,585 2,217 0,208 8,982 0,704 6,500
Mitocondrias
sinépticas 0,228 0,381 0,073 2,522 0,226 1,912
Las actividades estén expresadas en>mol/min/vo- 
lumen de la fraccidn.
Para el estudio enzimético de este fraccionamien 
to se utilizaron cuatro ratas.
TABLA II
A C T I V I D A D E S  E B Z I M A T I C A S  E S P E C I P I C A S  D E L  P R A C C I O N A M I E N T O  P O R  G I U  
D I E N T E  D I S C O N T I N U O  D E  S A C A R O S A
L D H L D H  ♦  T r i t o n
A c e t i l
c o l i n .
C i t r a t o
s i n t a s a
C i t o c r o m o  
c  o x i d a s a
H o m o g e n a d o 3 5 8 6 0 5 6 1 , 0 1 8 5 , 0 8 , 9 8
N u c l e o 1 2 4 2 5 8 4 2 . 4 1 0 6 , 0 2 , 9 0
C r u d o  m i t o c o n  
d r i a l 2 6 7 9 4 4 1 3 8 , 0 5 4 2 , 0 6 5 , 8 0
S o b r e n a d a n t e
p o s t m i t o c o n . 1 4 9 5 1 8 6 5 1 2 2 , 0 9 6 , 2 9 , 3 5
S i n a p t o s o m a s 1 7 4 5 9 6 7 5 . 3 3 8 8 , 0 1 0 , 6 0
M i t o c o n d r i a s
l i b r e s 2 4 3 3 4 0 3 2 , 0 1 3 8 1 , 0 1 0 8 , 0 0
M i t o c o n d r i a s
s i n é p t i c a s 1 1 9 2 0 1 3 8 , 0 1 3 1 9 , 0 1 1 8 , 0 0
L a s  a c t i v i d a d e s  v i e n e n  e x p r e s a d a s  e n  n  m o l / m i n /  
r a g ,  P a r a  e l  e s t u d i o  e n z i r a é t i c o  d e  e s t e  f r a c c i o n a m i e n t o  s e  u t i ­
l i z a r o n  c u a t r o  r a t a s .
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4 . 1 . 1 . 2 . -  E s p e c t r o  d e  c i t o c r o m o s
S e  h a  r e a l i z a d o  e l  e s t u d i o  d e  e s p e c t r o s  d e  c i t o ­
c r o m o s  d e  m i t o c o n d r i a s  l i b r e s  y  s i n é p t i c a s  e n  r a t a s  d e  1 3 0  
d f a s .  L a  c u a n t i f i c a c i d n  d e  l o s  d i s t i n t o s  t i p o s  s e  h i z o  p o r  
t r i a n g u l a c i d n ,  u t i l i z a n d o  c o m o  i f n e a  b a s e  l a  t r a z a d a  e n t r e  5 4 0 -  
5 7 5 - 6 4 0  n m ,  y  c a l c u l a n d o  l a s  d e n s i d a d e s  d p t i c a s  a  l o s  m é x i m o s  
d e  a b s o r c i d n  d e  l a s  b a n d a s A d e  c i t o c r o m o  a  ( 6 0 5  n m ) ,  c i t o c r o m o  b  
(565  n m )  y  c i t o c r o m o  c  ( 5 5 5  n m ) .
E n  l a  T a b l a  I I I  s e  d e s c r i b e n  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e ^  
n i d o s ,  e n c o n t r a n d o  u n  m a y o r  c o n t e n i d o  e n  c i t o c r o m o s  e n  l a  f r a c  
c i d n  d e  m i t o c o n d r i a s  s i n é p t i c a s ,  s i e n d o  e l  c i t o c r o m o  b  e l  q u e  
a l c a n z a  u n o s  v a l o r e s  m e n o r e s  e n  a m b a s  f r a c c i o n e s  m i t o c o n d r i a l e s .  
S u s  p e r f i l e s ,  n o  p r e s e n t a n  d i f e r e n c i a s  n o t a b l e s  ( f i g .  1 ) .
TABLA III
C U A N T I P I C A C I O N  D E  E S P E C T R O S  D E  C I T O C R O M O  E N  M I T O C O N D R I A S  A I S L A -  
D A S  P O R  G R A D I E N T E  D I S C O N T I N U O  D E  S A C A R O S A .
M i t o c o n d r i a s  L i b r e s M i t o c o n d r i a s  S i n a p t i c a
C i t o c r o m o a 5 . 9 . 1 0 “ ^ 6 , 9  .  1 0 " ^
C i t o c r o m o b 3 , 9 . 1 0 " ^ 6 , 2  .  1 0 “ ^
C i t o c r o m o c 5 , 5 . 1 0 “ ^ 7 , 6  .  1 0 " ^
L o s  r e s u l t a d o s  e s t é n  e x p r e s a d o s  e n  A  D O / m g  p r o t e J L  
n a  m i t o c o n d r i a l .
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4 . 1 . 1 . 3 . -  R e s p i r a c i d n
L a  f i u i c i o n a l l d a d  d e  l a  m i t o c o n d r i a  v i e n e  d e f i n i -  
d a  p o r  s u  c a p a c i d a d  d e  o x i d a r  a  d i s t i n t o s  s u s t r a t o s ,  s i e n d o  u n  
b u e n  i n d i c e  l a  r a z d n  d e  c o n t r o l  r e s p i r a t o r i o  ( R C R ) ;  L a  h i p e r o s -  
m o t i c i d a d  a  q u e  e s  s o r a e t i d a  l a  m i t o c o n d r i a  e n  l o s  g r a d i e n t e a  d e  
s a c a r o s a  j u n t o  c o n  l a s  a l t a s  f u e r z a s  d e  c e n t r i f u g a c i d n  o r i g i n a n  
u n a  p é r d i d a  d e l  c o n t r o l  r e s p i r a t o r i o ,  W h i t t a k e r  ( 1 9 6 9 a ) ,  s i e n d o  
n e c e s a r i o  r e a l i z a r  u n  " c u r a d o "  p a r a  r e s t a u r e r  s u  f u n c i o n a l i d a d ,  
p o r  e l l o  l o s  p r e c i p i t a d o s  m i t o c o n d r i a l e s  s e  h a n  r e s u s p e n d i d o  e n  
m e d i o  d e  a i s l a m i e n t o  c o n  B S A  a l  0 , 5  % p a r a  p o d e r  r e a l i z a r  e n s a -  
y o s  r e s p i r a t o r i o s ,  L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  c o n  d i s t i n t o s  s u s ­
t r a t o s  s e  d e s c r i b e n  e n  l a  T a b l a  I V .  D e  l o s  s u s t r a t o s  e n s a y a d o s ,  
e l  s u c c i n a t o  h a  s i d o  e l  m e j o r  u t i l i z a d o  c o n  u n  R C R  d e  2 ,  t a n t o  
e n  m i t o c o n d r i a  l i b r e  c o m o  e n  s i n a p t i c a .  A  s u  v e z  e l  a u m e n t o  e n  
l a  c o n c e n t r a c i d n  d e  p o t a s i o  e n  e l  m e d i o  d e  r e s p i r a c i d n  s u p o n e  
u n  m a y o r  c o n s u m e  d e  o x f g e n o ,  e s t e  e f e c t o  e s t i m u l a d o r  d e l  p o t a s i o  
h a  s i d o  d e s c r i t o  p o r  K i n i  y  Q u a s t e l  ( 1 9 5 9 )  y  O z a w a  y  c o l ,  ( 1 9 & 7 ) ,
SS-
TABLA IV
R E S P I R A C I O N  D E  M I T O C O N D R I A S  L I B R E S  Y  S I N A P T I C A S  A I S L A D A S  P O R  G R A  
D I E N T E  D I S C O N T I N U O  D E  S A C A R O S A .
S u s t r a t o
C o n c . M i t o c o n d r i a l i b r e M i t o c o n d r i a s i n a p
m M E s t a d o  3 R C R E s t a d o  3 R C R
S u c c i n a t o  1 0  m M 5 2 1 2 2 , 0 0 1 8 3 1 , 6 1
1 0 0 2 6 6 1 , 9 0 1 9 1 1 , 9 8
P i r u v a t o  5  m M ♦
m a l a t o  2 , 5  m M 5 1 0 0 1 , 5 1 1 0 4 1 , 7 0
1 0 0 2 0 6 1 , 5 4 1 3 0 1 , 4 9
G l u t a m a t o  5  m M ♦
m a l a t o  2 , 5  m M 5 1 3 3 1 , 4 3 7 0 1 , 3 4
1 0 0 1 4 8 1 , 7 0 8 7 1 , 2 4
L o s  r e s u l t a d o s  e s t a n  e x p r e s a d o s  e n  n  a t o m o s  d e  0 ^ /
m l n / m g  p r o t e i n a  m i t o c o n d r i a l .
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4.1.1.4.“ Determlnaclon.es de RNA y DNA
Las valoraciones de RNA y DNA fueron colorlmdtrd 
cas como se ha descrito en ’’Material y Mdtodos". En los prime- 
ros ensayos se obtuvieron valores excesivamente elevados debido 
a Ifpidos contaminantes de las preparaclones mitocondriales que 
interferian la reaccidn colorimetries (Tabla V). Por ello se rea 
lizaron una serie de lavados con alcohol de distinta concentra­
cidn, 70 90 % y etanol absoluto, al precipitado de proteinas
mitocondriales obtenido tras la adicidn del TCA al 10 %, centrl. 
fugando despues de cada lavado a 3.000 r.p.m., 10 min., despuds 
de este tratamiento las soluciones problemas fueron perfectamen 
te comparables con los patrones, obteniéndose unos valores en 
mitocondrias libres tanto para DNA como para RNA, superiores a 
las encontradas en mitocondrias sindpticas.
TABLA V
DETERMINACIOW DE ACIDOS NUCLEICOS EN MITOCONDRIAS AISLADAS POR 
GRADIENTE DISCONTINUO DE SACAROSA.
Mitocondria libre Mitocondria sindptica
RNA DNA RNA DNA
Sin purificacidn del 
precipitado en TCA 
10 % 53,0 15,10 24,3 13,500
Con purificacidn del 
precipitado en TCA 
10 % 16,6 2,13 10,2 0,338
Los datos estan expresados en /*g/mg proteina ml
tocondrial.
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4.1.2.- Incorporacidn de Leucina tritiada en cortes de cerebro
El empleo de cortes de cerebro para estudiar di^ 
tintos aspectos metabdlicos surgid a partir de las observacio- 
nes de Me Ilwain en 1963 y 1971, al comprobar que la estimula- 
cidn eldctrica en cortes de cerebro producfa una alteracidn en 
el consumo de oxfgeno y en el metabolismo energdtico. El objet! 
vo de estos experimentos fue estudiar la biosfntesis proteica 
mitocondrial al incuber los cortes de cerebro en presencia de &  
Leucina, midiendo la radioactividad en las fracciones mitocon­
driales. En la Tabla VI se describen los resultados encontrados 
destacando la mayor incorporacidn en la fraccidn de mitocondrias 
libres frente a mitocondrias sindpticas. A au vez se ha observa 
do el efecto de antibidticos sobre la incorporacidn utilizando 
la cicloheximida como inhibidor especffico de la biosfntesis 
proteica citopldsmica, y el cloranfenicol, inhibidor del sist^ 
ma biosintdtico mitocondrial (Hemdndez y col., 1971; Deanin y 
Gordon, 1973; Mahler, 1973). El empleo de los mismos se realizd 
ahadidndolos al medio de incubacidn a una concentracidn de 250 
A  g/ml antes de la adicidn de la leucina tritiada. Tanto en mi- 
tocondrias libres como en sindpticas la cicloheximida ha tenido 
un escaso efecto inhibidor, el 4,2 % y el 14,9 % respectivamen­
te, mientras que el cloranfenicol ha alcanzado una inhibicidn 
del 60 % y del 45 % respectivamente. Tabla VII.
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TABLA VI
INCORPORACIQN POR CORTES DE CEREBRO DE LEUCINA TRITIADA EN MITO 
CONDRIAS AISLADAS POR GRADIENTE DISCONTINUO DE SACAROSA
Mitocondria libre Mitocondria sindptica
p mol/mg/h 0,0339 ♦ 0,026 0,0198 ♦ 0,006
( n = 11 ) ( n = 9 )
<^ 0
TABLA VII
HîCORPORACION POR CORTES DE CEREBRO DE LEUCINA TRITIADA EN PRE­
SENCIA DE ANTIBIOTICOS EN MITOCONDRIAS DE CEREBRO AISLADAS POR 
GRADIENTE DISCONTINUO DE SACAROSA. PORCENTAJES DE INHIBICION.
Mitocondria libre Mitocondria sindptica
Control
Cloranfenicol 60 % 45 %
Cicloheximida 4,2 # 14,9%
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4.1.3.- EXPERIMENTOS " IN VIVO"
4.1.3.1.- Estudio de la incorporacidn del isdtopo a lo largo del 
proceso
50 minutes despues de la administracion de leucjL 
na tritiada, se decapitd a las ratas y se realizd un fracciona­
miento subcelular para obtener mitocondrias libres y sindpticas. 
En cada une de los pasos de la preparacion se recogieron alicuo 
tas y se midid la radioactividad (Tabla VIII). Hay que destacar 
la alta radioactividad especffica en los sobrenadantes de las 
dos primeras centrifugaciones a 17.000 g, 594 y 780 c.p.m./mg , 
representando el 30,8 % de la radioactividad total, y los bajos 
valores en los otros dos sobrenadantes de los lavados, 222 y 128 
c.p.m./mg, significando el 7,8 % de la radioactividad total.
La fraccidn de sinaptosomas posee una radioacti­
vidad especffica de 623 c.p.m./mg y supone el 19,2 % de la del 
homogenado. La radioactividad especffica en mitocondrias libres 
y sindpticas es prdcticamente la misma significando el 0,8 % y 
el 0,9 % de la radioactividad total respectivamente.
4.1.3.2.- Incorporacidn "in vivo” de Leucina tritiada en mito­
condria libre y sindptica en f u n d on del tiempo
Se ha realizado una serie de ensayos determinan- 
do la radioactividad en las dos fracciones mitocondriales en pul 
SOS de distinta duracldn, tras la administracidn de 20^Ci de 
Leucina por rata, emplèdndose al menos dos ratas en cada ex­
périmente (Tabla IX) (Figura 2). En la fraccidn de mitocondrias
mTABLA VIII
RADIOACTIVIDAD A LO LARGO DEL PRACCIONAMIENTO
cpm/mg cpm/fracci<5n
Homogenado 556 177920
Nucleo 319 60610
Sobrenadante 17.000 g 594 23760
Sobrenadante 12 lavado 780 31200
Sobrenadante 22 lavado 222 8880
Sobrenadante 32 lavado 128 5120
Crudo mitocondrial 300 24000
Mielina 142 3124
Sindptosomas 623 34265
Mitocondria libre 476 1428
"Gosh" sinaptosomas 228 1368
Mitocondria sindptica 482 1607
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libres la incorporacidn aumenta hasta alcanzar un mdximo a las 
13,3 horas, inicidndose un descenso que se hace minime a las 
37,5 horas para mantenerse en un estado estacionario. la frac­
cidn de mitocondrias sindpticas tiene una evolucidn semejante a 
la fraccidn de mitocondrias libres durante las 3 primeras horas 
para alcanzar un minimo a las 13,3 horas, y recuperar a las 22 
horas unos valores de radioactividad prdximos a mitocondrias M  
bres. A partir de este punto la evolucidn es semejante en las 
dos fracciones mitocondriales.
4.1.3.3.- Efecto de la concentracidn de Leucina en la incorpora­
cidn
3Se ha utilizado H-Leucina de distinta actividad 
especffica, 50 Ci/mmol y 135 Ci/mmol, administrdndose la misma 
cantidad de isdtopo, para estudiar si trabajdbamos en unas con­
diciones de saturacidn. En la Tabla X, se observa una lineali- 
dad entre concentracidn administrada y leucina incorporada. Es­
tos ensayos se han realizado en pulsos de 3 horas.
4.1.3.4.- Experimentos de pulso-caza
En esta serie de experimentos se pretendfa parar 
la incorporacidn de radioactividad a distintos tiempos para una 
posterior localizacidn de la misma en las distintas fracciones. 
La Incorporacidn se paraba por dilucidn isotdpica, trds la adnU. 
nistracidn de 11,25 mg de L-leucina frfa al finalizar el tiempo 
de pulso por vfa intraperitoneal, ya que este aminodcido tiene 
gran facilidad para difundir en el cerebro (Cristensen, 1972 ; 
Wade y Katzman, 1975; Yudilevich y col., 1972). Para comprobar
TABLA IX
INCORPORA.CION "IN VIVO" DE LEUCINA TRITIADA EN MITOCONDRIAS AIS 
LADAS POR GRADIENTES DISCONTINUOS DE SACAROSA.
Horas Mitocondrias libres Mitocondria sindptica Niîmero 
experirae.
0,083 154 11 142 8 (2)
0,83 482 ♦ 0 482 ♦ 0 (1)
3 1050 200 835 ♦ 38 (3)
6 1035 * 62 660 ♦ 50 (2)
13,33 1214 ± 30 472 41 (2)
22 884 t 135 755 ± 85 (6)
37,5 456 2 22 379 ♦ 29 (2)
48 471 + 0 289 0 (1)
70 461 f 0 503 ♦ 0 (1)
Los valores estan expresados en cpra/mg.*
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TABLA X
EFECTO DE LA COWCENTRACION DE pUCIHA TRITIADA EN LA INCORPORA- 
CION "IN VIVO" EN MITOCONDRIAS AISLADAS POR GRADIENTS DISCONTI- 
NUO DE SACAROSA.
Concentrac(5n Mitocondria Mitocondria
Leucina Libre Sindptioa
Leucina 46-60 Ci 0,4 nmol 0,0615 0,0484
Leucina 135 Ci 0,148 nmol 0,0255 0,016
La radloactlvldad eet^ expresada en pmol/mg.
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el efecto de diluci^n originado por la leucina frla se reallzd 
un expérimente inyect^ndola una hora antes de administrer la 
leucina tritiada y sacrificando a las ratas a las 22 horas (Ta­
bla XI), apareciendo una inhibici<5n del 68,6 % y 58,5 % en mito 
condrias libres y sin^pticas respectivamente. En los expérimen­
tas de pulso-caza se ha administrado leucina fria a las 3 horas, 
8 horas, y 10 1/2 horas por via intraperitoneal y se ha determ^ 
nado la radioactividad a las 22 horas en las dos fracciones mi- 
tocondriales. En la fraccidn de mitocondria libre ha habido una 
disminucidn de la radioactividad en los tres tiempos estudiados 
del 13,4 18,5 % y 17,1 % respectivamente, mientras que en la
fraccidn de raitocondrias sin^pticas a 3 horas ha habido un aumen 
to del 4,6 % y en los otros tiempos una disminucidn del 3,9 % y 
6,1 % a las 8 horas y 10 1/2 horas (Tabla XII, Figura 3).
4.1.3.5.- Efecto de antlbidtioos en la incorporacidn
a) Administracion de antibidticos intraperitonealmente
Se ha estudiado el efecto de los antibidticos, c^ 
cloheximida y cloranfenicol, siendo inhibidores especificos de 
la blosintesis proteica citopldsmica y mitocondrial respectiva­
mente, Ambos antibidticos son susceptibles de pasar la barrera 
hematorraquidea por lo que se pueden aplicar por via intraperi­
toneal (Siegel y col., 1976).
Las dosis utilizadas han sido 60 mg/10'0 g de pe­
so para el cloranfenicol (Firkin, 1969) y 4 mg/Kg de peso para 
la cicloheximida (CH'IH y col., 1978). Los antibidticos solubi- 
lizados en suero fisioldgico se han administrado una hora antes
TABLA XI
EFECTO DE LA ADMINISTRACION INTRAPERITONEAL DE LEUCINA PRIA EN 
LA INCORPORACION "IN VIVO" DE LEUCINA TRITIADA EN MITOCONDRIAS 
AISLADAS POR GRADIENTS DISCONTINUO DE SACAROSA.
Mitocondria libre Mitocondria sinëptica
Ratas contrôles 918 828
Ratas tratadas 288 343
% inhibicion 68,6 58,5
El pulso fue de 22 horas previa administracidn 
de leucina frfa una hora antes.
La radioactividad estd expresada en cpm/mg
il
TABLA XII
INCORPORACION "IN VIVO" DE LEUCINA TRITIADA EN MITOCONDRIAS AIS 
LADAS POR GRADIENTS DISCONTINUO DE SACAROSA EN EXPERIMENTOS DE 
PULSO-CAZA.
Mitocondria libre Mitocondria sindptica
Control 884 ♦ 135 755 f 85
Pulso de 3 
caza de 22
horas; 
horas 766 790
Pulso de 8 
caza de 22
horas; 
horas 721 726
Pulso de 10 1/2 horas; 
caza de 22 horas 733 709
La radioactividad estd expresada en cpm/mg
c p m /m g
1.200 Mil. Libres
1.000
800
600
400 Mit. Sindoticas
200
Fig. 3.- REPRESENTACIOM DE LOS EXPERIMENTOS DE 
PULSO-CAZA. EL TRAZO GRUESO CORRESPON 
DE A LA FIGURA 2, EL PINO VA DESDE EL 
PUNIC DE ADMINISTRACION DE LEUCINA
PRIA A LAS 3 h (----- ), 3 h (---  .  ),
y 10 à h ( ...... ) HASTA EL MOMENTO DEL
SACRIPICIO DE LOS ANIMALES.
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de la aplicacidn de la leucina trltlada. Se tomaron muestras de 
los eobrenadantes postmitocondriales de ratas tratadas con am­
bos antibldticos (Tabla XIII), enoontrando una mayor inhlbici(5n 
en las tratadas con cicloheximida.
En la Tabla XIV se describe el tanto % de inhibl 
ci(5n de cicloheximida y cloranfenicol administrados intraperitjo 
nealmente 1 hora antes de la aplicacidn de leucina tritiada y 
sacrificadas a las 3 horas de pulso. El cloranfenicol produjo 
una inhibici«5n del 14*6 % y 1 1 , 3 #  en la fraccidn de mitocon- 
drias libres y sln^pticas respectivamente, mientras que la ci­
cloheximida caus<5 un 75 y 70,6 % en cada fracci6n,
b) Administracidn de antlbi6ticos por inyeccidn intracerebroven- 
tricular
En este experimento se planted el estudiar el 
efecto de los antibidticos teniendo la certeza que se alcanzaba 
una rdplda y alta concentracidn de los mismos en el cerebro, por 
ello se acudid a la administracidn intraventricular, siguiendo 
la pauta de Ramfrez (1973), para ello se administrd 2,85 mg de 
cloranfenicol y 0,717 mg de cicloheximida, a los 15 minutos se 
aplicd la leucina tritiada sacrificando a las ratas a los 20 nd. 
nutos en el caso del cloranfenicol y 50 minutos en el caso de 
la cicloheximida. La inhibicidn de la biosintesis proteica mit^ 
condrial por el cloranfenicol ha sido muy importante alcanznndo 
el 74 % y 91,5 % en mitocondrias libres y sindpticas respecti­
vamente (Tabla XV). La cicloheximida produjo una inhibicidn del 
62,2 % y 77,6 % respectivamente, siendo estos valores semejan­
tes a los enoontrados tras la administracidn intraperitoneal.
/jOL
TABLA XIII
INCORPORACION "IN VIVO" DE LEUCINA TRITIADA EN LOS SOBRENADANTES 
POSTMITOCONDRIALES TRAS LA ADMINISTRACION DE ANTIBIOTICOS POR 
VIA INTRAPERITONEAL.
cpm por fraccidn % inhibicidn
Control 15767 ----
Cicloheximida 1367 91,3
Cloranfenicol 2767 82,4
Los resultados estan expresados en cpm/fraccidn.
TABLA XIV
INCORPORACION "IN VIVO" BE LEUCINA TRITIADA EN MITOCONDRIAS 
TRAS LA ADMINISTRACION DE ANTIBIOTICOS POR VIA INTRAPERITO­
NEAL.
Mitocondria libre Mitocondria sindptica
Control 778 ( — —) 839 ( — —)
Cicloheximida 195 ( 75 ) 247 (70,6)
Cloranf enicol 665 (14,6) 745 (11,3)
Los resultados se expresan en cpm/mg proteina. 
Entre pardntesis se express el % de inhibicidn.
TABLA XV
INCORPORACION "IN VIVO" DE LEUCINA TRITIADA EN MITOCONDRIAS 
TRAS LA ADMINISTRACION DE ANTIBIOTICOS POR VIA INTRAVENTRICU­
LAR.
Mitocondria libre Mitocondria sindptica
Control 20 minutos 200 (— —  ) 200
Control 50 minutos 476 (----) 482 (----)
Cloranf enicol 52 ( 74 ) 17 (91,5)
Cicloheximida 180 (62,2) 108 (77,6)
Los datos estan expresados en cpm/mg de proteina. 
Entre pardntesis se indica el % de inhibicidn.
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4.1.3.6.- Inhibidores del transporte axopldamlco
La contribucidn del transporte axopldsmico como 
aporte de macromoldculas y orgdnulos celulares como mitocon­
drias j lisosomas a la terminacidn nerviosa, ha sido puesta de 
manifiesto en numerosas publicaciones (Barondes, 1973î Jeffrey, 
y Austin, 1973; Lasek, 1970; Grafstein, 1969; y Lubinska, 1975). 
Se ha utilizado un inhibidor de este transporte, la colchicina, 
(Pemdndez y col., 1970; Banks y col., 1971) administrando 0,15 
rag cuatro horas despuds de la aplicacidn de leucina tritiada y 
sacrificando a las ratas a las 22 horas. En la fraccidn de mit^ 
condria libre se ha obtenido una inhibicidn del 20,9 % y en la 
de sindpticas del 31 % (Tabla XVI). Figura 4.
joe
TABLA XVI
EFECTO DE LA COLCHICINA EN LA INCORPORACION "IN VIVO" DE LEUCI­
NA TRITIADA EN MITOCONDRIAS LIBRES Y SINAPTICAS AISLADAS POR C m  
DIENTE DISCONTINUO DE SACAROSA.
Mitocondrias libres Mitocondrias sinapticas
Ratas contrôles 705 670
Ratas tratadas 557 462
% inhibicidn 20,9 31, 0
Los resultados estan expresados en cpm/mg de pro­
teina.
cpm/mg
COLCHICINA
1.200 .
1.000.
800
600.
200.
6
Fig. 4-~ EFECTO DE LA COLCHICINA EN LA INCORPORACION 
"IN VIVO" DE ^H-LEUCINA EN MITOCONDRIAS LI­
BRES (-*-) Y SINAPTICAS (-»-) AISLADAS POR 
GRADIENTS DISCONTINUO DE SACAROSA. EL TRAZO 
GRUESO CORRESPONDE AL CONTROL (Fig. 2), EL 
F I MO VA DESDE EL PUNTO DE APLICACION DE COL 
CHIC I MA HASTA EL MOMENTO DEL SACRIFICIO.
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4.2.- EXPERIEWCIAS "IN VITRO"
4.2.1.- Mitocondrias "Clerk and Nlcklas”
4.2.1.1.- Caracterlzacldn de la fraccidn de mitocondrias "Clark 
and Nlcklas”
Se ha utilizado enzlmas marcadores de contamlncm 
tes y de mitocondrias. En la Tabla XVII se descrlben las actlvi 
dades enzlm^tlcas totales, en homogenado y en mitocondrias. La 
activldad lactato deshldrogenasa (marcador cltopldsmloo) repre­
sents el 0,26 % de la activldad total y la activldad acetllcoli 
nesterasa (marcador de membrana) supone el 0,98 % de la actlvl- 
dad del homogenado, en la fraccidn mitocondrial. Las actlvlda- 
des enzlmdtlcas especlflcas de estos enzlmas son de 164 ♦ 27»5 
(5) nmoles/mln/mg en presenela de Triton para LDH y 50 ♦ 0,9(5) 
nmoles/mln/mg para acetll collnesterasa(Tabla XVIII). La actlvi 
dad cltrato slntasa supone un 4»69 % de la activldad total en 
mitocondrias con una activldad enzlradtlca especfflca de 720,4 ♦ 
190 (2) nmoles/mln/mg. El rendimlento en protelnas de la frac- 
Idn mitocondrial es del 1,1 %,
4.2.1.2.- Incorporacldn "In vitro" de leucina trltlada en mito­
condrias "Clark and Nlcklas**
Dada la alta funcionalidad de estas mitocondrias
3
("Clark and Nlcklas, 1970 ), se estudid la incorporacldn de H 
leucina, utlllzando cômo medlo de incubacldn, el medlo 100 mM 
K^, ya que en dlcho medlo se han alcanzado los valores de resp^ 
racldn m^s altos y dada la relacldn estrecha entre producci<5n
TABLA XVII
ACTrVIDADES ENZIMATICAS TOTALES EN EL PRACCIONAMIENTO "CLARK 
AND NICKLAS".
Homogenado Mitocondria (C & N)
Lactato DH 828,5 ♦ 217 (5) 1,322 2 0,6 (5)
Lactato DH Triton 1345 ♦ 362 (5) 3,6 2 0,9 (5)
Acetllcollnesterasa 122,16* 21,1(5) 1,209 2 0,13(5)
Cltrato slntasa 362,892 18,2(2) 17,05 2 0,71(2)
Protelnas en mg 2038 2  173 (5) 22,44 2 6,68(5)
Los resultados estan expresados en ^/Lmol/min/vo-
lumen fraccidn.
TABLA XVIII
ACTIVIDADES ENZIMATICAS ESPECIPICAS EN EL PRACCIONAMIENTO "CLARK 
AND NICKLAS".
Homogenado Mitocondrias (C & N)
Lactato deshldrogenasa 410 t 130 (5) 51 2  16 (5)
Lactato DH Triton 664 2 0,2(5) 164 2  27,5 (5)
Acetllcollnesterasa 603 2 15 (5) 50 2  0,9 (5)
Cltrato slntasa 169 2 1,7(2) 720,42 190 (2)
Los resultados estan expresados en nmol/min/mg.
Ill
de ATP y blosfntesis proteica se opt<5 por la seleccldn de dlcho 
medlo. Hay una eerie de caracterlstlcas que se deben cumpllr pa 
ra caraoterlzar una verdadera Incorporacldn de amlnodcldos mar- 
cados en protelnas mltocondrlales como es una relacldn directs 
entre Incorporac1dn y tlempo de Incubacldn. A su vez la Incorpo 
racldn serd sensible a antlbldtlcos Inhibidores de la biosinte­
sis proteica mitocondrial (cloranfenicol) y résistente a Inhlbi. 
dores de la blosintesis proteica cltopldsmlca (cicloheximida) . 
En la figura 5 se describe la Incorporacldn frente al tlempo 
siendo lineal durante 45 minutos y alcanzando unos valores de 
0,757 2  0,01 (3) pmol/rag/hora (Tabla XIX).
Cuando se shade al medlo de Incubacldn cloranfe­
nicol 100/Lg/ml, la incorporacldn queda Inhlblda en un 82,5 %
despuds de una hora de incubacldn, no obstante si la adlcldn ha 
sido de cicloheximida lOO^g/ml no existe Inhibicidn (Tabla XX).
I
BIBLtOTECA
pmol X nng-^
1,0
0,8
Oj6
0,4
0,2
15 30 45 60 75 mm
Fig. 5.- INCORPORACION "IN VITRO" DE '^H-LEUCIMA 
POR MITOCONDRIAS CLARK Y NICKLAS.
TABLA XIX
INCORPORACION "IN VITRO" DE LEUCINA TRITIADA POR MITOCONDRIAS 
"CLARK AND NICKLAS".
Tlempo pmol/mg
15 minutos 0,309 ± 0,06 (3)
30 minutos 0,507 2 0,05 (3)
45 minutos 0,697 2 0,03 (3)
60 minutos 0.757 2 0,01 (3)
90 minutos 0,998 2 0,04 (2)
La radioactividad utilizada por experimento ha 
sido 2^Ci/ml/2,82 jh 0,6 mg.
^ih
TABLA XX
EFECTO DE LOS ANTIBIOTICOS EN LA INCORPORACION "IN VITRO" DE 
LEUCINA TRITIADA POR MITOCONDRIAS "CLARK AND NICKLAS".
30 minutos 60 minutos
Control 0,59 0,744 (— —  )
Cloranfenicol 0,13 (77,9) 0,13 (82,5)
Cicloheximida 0,503 (14,7) 0,791 (-6,3)
Los datos estan expresados en pmol/mg. Entre pa- 
réntesis se indica el % de inhibici&n.
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4.2.2.- Mitocondrias libres y sinapticas aisladas por gradlente 
discontinuo de Ficoll.
4.2.2.1.- Estudio enziméttico a lo largo del fraccionamiento por 
gradiente discontinuo de Ficoll.
Durante la preparaci6n de mitocondrias libres y 
sinapticas se han recogido alfcuotas de cada fraccidn para de- 
terminar las actividades de los enzimas marcadores. En la Tabla 
XXI aparecen las actividades enzimdticas totales por fraccidn . 
la activldad lactato deshldrogenasa se encuentra fundamentalmen 
te localizada en el sobrenadante postmitocondrial siendo el 42,87 
% de la activldad del homogenado, en mitocondrias libres y sindg 
ticas represents 0,13 % y el 0,085 % de la activldad total.
La activldad acetllcollnesterasa signifies en ml. 
tocondrias libres y sindptica el 0,37 % y el 0,2 % de la activl. 
dad del homogenado respectivamente, a su vez la activldad citra 
to slntasa supone el 8,1 % y el 1,72 % de la activldad total re^ 
pectivamente.
En la Tabla XXII estan descritas las actividades 
enzlméticas especificas, destacando los bajos valores de los en 
zimas marcadores citopl^smicos, 43 ± 20 (11) y 98 2  36 nmol/mln 
/mg, y de membranas, 20 ± 7 (13) y 51 2 22 (6), para mitocondrias 
libres y sinapticas respectivamente y obteniendo unos valores al. 
tos en cltrato slntasa, 856 2  246 (8) y 680 2  200 (6) respecti­
vamente. El rendimlento en protelnas es del 1,17 % para mitocon 
dria libre y el 0,3 % para mitocondria sin^ptica.
Vf;
TABLA XXI
ACTIVIDADES ENZIMATICAS TOTALES DEL PRACCIONAMIENTO POR GRADim 
TE DISCONTINUO DE FICOLL.
LDH LDH + 
Triton
Acetll
colin.
Cltrato
slntasa
Protei­
na
Homogenado
786,4 
2 162(6)
1176,8 
2  212(6)
188,7 
2 12(6)
381,2 
2  80(6)
3281
2  160(7)
Nucleo
110,8 
2  44 (6)
232,5 
2  40 (6)
58,1 
2 10(6)
119,8 
2  20(6)
1333
2  253(7)
Crudo mitocon 
drial
93,8 
2  39 (6)
273,1 
2  55 (6)
81,2 
2 6( 6)
193,7 
2  18(6)
1412
2  183(7)
Sobrenadante
postmitocon.
486,2 
2 226(4)
504,6 
2 248(4)
31 
2 2 (4)
13,4 
2  1 (4)
745 
2  100(5)
Lisado
78,7 
2  15 (5)
132 
2 23 (5)
41,5 
2  7 (5)
60,8 
2  10(5)
357 
2  42(6)
Mitocondrias
libres
1,21 
2  1 (6)
1,6 
2  0,9(6)
0,717
20.2(6)
30,9 
2  8 (6)
38
2  7(7)
Mitocondrias
sindpticas
0,43 
2  0,4(6)
1,01 
2  0,49(6)
0,39
20,07(6)
6,59 
2  1 (5)
10
2  2(7)
Los datos estan expresados en^^^tmol/min/volumen 
fraccidn. Entre pardntesis estd Indicado el niîmero de expéri­
mentes .
TABLA XXII
ACTIVIDADES ENZIMATICAS ESPECIPICAS DEL PRACCIONAMIENTO POR GRk 
DIENTE DISCONTINUO DE PICOLL.
LDH + Acetll Citrate
Triton colin. slntasa
Homogenado 271 ♦ 90(6) 362 ♦ 69(6) 6 0 + 8  (7) 118 + 28(6)
Nucleo 92 ♦ 54(6) 190 + 60(6) 46 +10 (5) 96 + 24(6)
Crudo mit_o
condrial ”  66 ♦ 37(6) 190 ♦ 43(6) 6? +28 (6) 139 ♦ 28(6)
Sobrenadante
postmitoc. 660 +450(4) 690+500(4) 39 + 9 (4) 16 + 2(4)
Lisado 204 + 40(6) 350 + 60(5) 109 +34 (5) 157 + 43(5)
Mitocondrias
libres 33 + 19(11) 43 +20(11) 20 + 7(13) 856 +246(8)
Mitocondrias
slndpticas 38 + 34(6) 98 + 36(6) 51 +22 (6) 680 +200(6)
Los datos estan expresados en nraol/min/mg.
Entre pardntesis se indica el niîmero de experi-
mentos.
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4.2.2.2.- Ensayoa respiratorios en mitocondrias libres y slndp- 
ticas.
Una vez determinada la pureza de nuestras frac­
ciones mltocondrlales, estudiamos su funcionalidad midiendo la 
capacidad respirâtoria frente a distintos sustratos oxidables, 
Se ha determinado la razdn de control respiratorio (RCR), fndl 
ce cinetico que mide la estimulacidn respiratoria por efecto de 
ADP y posterior recuperacidn (el control respiratorio) y que es 
totalmente dependiente de la integridad de la mitocondria y el 
coclente P:0, siendo este el parëEmetro que mejor define la capa 
cidad funcional de una preparacidn mitocondrial ya que es el fn 
dice de la fosforilacidn oxidativa.
En las Tablas XXIII y XXIV, estan reflejados los 
valores obtenidos por mitocondrias libres y sinapticas frente a 
distintos sustratos, en medio de respiracidn 100 raM K* destacan 
do las altas RCR y buenos valores del coclente P:0, encontrando 
2,81 y 3,1 para mitocondrias libres y sinapticas respectivamen­
te en plruvato + malato y 1,83 para mitocondrias libres en pre- 
sencia de succinato. En las Tablas XXV y XXVI se describes los 
resultados respiratorios en el mismo medio de incubacl<5n con 
ClgMg 3 mM, apareciendo bajos valores para plruvato ♦ malato y 
glutamato + malato con RCR menores de 2, salvo para el succina­
to que se encuentra elevado.
TABLA XXIII
RESPIRACION EN AU8ENCIA DE DE MITOCONDRIAS LIBRES AISLADAS
POR GRADIENTE DISCONTINUO DE FICOLL.
Sustrato Estado 4 Estado 3 RCR P/0
Piruvato 5 mM + 
malato 2,5 mM
39,9 + 4,9 
(7)
157,35 ♦ 12 
(7)
3,95 2,81
Succinato 10 mM 35,86 ♦ 6 
(3)
113,36 ♦ 17,9 
(3)
3,17 1,83
Glutamato 5 mM + 
malato 2,5 mM
23,7 2  2,3 
(3)
60,3 + 6,2 
(3)
2,58 -- —
Todos los ensayos se realizaron a 37G 0. Los re­
sultados estan expresados en natoinos (^mln/mg. Entre par^ntesis 
se Indica el ntîmero de expérimentes.
TABLA XXIV
RESPIRACION EN AUSENCIA DE DE MITOGONDRIAS SINAPTICAS AIS-
LADAS POR GRADIENTS DISCONTIHUO DE PICOLL.
Sustrato Estado 4 Estado 3 RCH P/0
Piruvato 5 mM ♦ 
malato 2,5 mM
31,4 ♦ 3,6 
(4)
122,75 ♦ 12,8 
(4)
3,9 3,1
Succinato 10 mM 35,0 ♦ 0 
(2)
86,00 ♦ 0 
(2)
2,45 ——
Glutamate 5 mM ♦ 
malato 2,5 mM
14,3 ±  3,4 
(4)
41,67 ♦ 1,3 
(4)
3,07 — — —
Todos les ensayos se reallzaron a 372 c. Los re-
sultados estan expresados en n atomos de O^/mln/mg. Entre parén 
tesis ae Indlca el ndmero de expérimentes,
J(U
TABLA XXV
RESPIRACION EN PRESENCIA DE DE MITOGONDRIAS LIBRES AISLADAS
POR GRADIENTE DISGONTINUO DE PIGOLL.
Sustrato Estado 4 Estado 3 RGR
Piruvato 5 mM ♦ 
malato 2,5 mM
11,30 ♦ 1,7 
(6)
18,63 + 9,2 
(6)
1,68
Succinato 10 mM 18,05 ♦ 7 
(4)
94,40 ♦ 63,8 
(4)
4,96
Glutamato 5 mM ♦ 
malato 2,5 mM
33,60 ♦ 0 
(2)
35,80 ♦ 0 
(2)
1,07
Todoa los ensayos se reallzaron a 372 G. Los re- 
sultados estan expresados en n atomos de O^/min/mg. Entre par^n 
tesis se describe el numéro de experimentos,
TABLA XXVI
RESPIRACION EN PRESENCIA DE DE MITOGONDRIAS SINAPTICAS AIS
LADAS POR GRADIENTE DISGONTINUO DE PIGOLL.
Sustrato Estado 4 Estado 3 RGR
Piruvato 5 mM * 
malato 2,5 mM
11,14 ♦ 2,3 
(4)
20,00 ♦ 12 
(4)
1,8
Succinato 10 mM 16,17 ±  5,4 
(3)
52,56 ♦ 20 
(3)
3,2
Los ensayos se han realizado a 372 G, Los resul- 
tados estan expresados en n atomos de O^/rain/mg.
Entre paréntesis se describe el niîmero de expe­
rimentos .
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4.2.2.3.“ Incorporaci<5n ”ln vitro” de leucina tritlada en mtto- 
condrlas libres y sin^ptlcas aisladag por gradiente 
disoont£nuo de Fieoil.
Desde el hallazgo de Me Lean (1958), comprobando 
que la mitocondria alslada era capaz de incorporar Eiminoécldos 
marcados en sisteraas "in vitro", nuevos trabajos se han realiza 
do para estudiar este aspecto en distintos tejidos animales, ye 
getales y microorganismos. La biosfntesis proteica mitocondrial 
adquiere un aspecto especial en cerebro, dada la existencia de 
dos poblaciones mitocondriales bien definidas, mitocondrias li­
bres y sin^pticas. El objeto de esta serie de experimentos ha 
sido estudiar en nuestraa fracciones la posible existencia de 
diferencias en la capacidad biosint^tica entre las dos poblaci^ 
nes.
Los valores encontrados en la incorporaci<5n fren 
te a tiempo en medio de incubacidn 100 mM K*, utilizando fuente 
exdgena de energia (Tabla XXVII), sugieren una mayor actividad 
biosintetica en la fraccidn de mitocondrias libres (Figura 6) . 
El proceso es inhibido por cloranfenicol a concentracidn de 100 
yL.g/ml despu^s de una hora de incubaoidn en un 77,1 % y 71,2 %
para mitocondrias libres y sindpticas respectivamente, no apre- 
ciandose inhibicidn por la cicloheximida a la misma concentra- 
ci<5n en nfnguna de las fracciones (Tabla XXVIII).
Dada la buena actividad respiratoria ènc’ontrada 
en las dos fracciones. mitocondriales se estudid la incorpora- 
ci(5n sustituyendo el sistema exdgeno de producci<5n de energfa 
por la adioidn de sustratos oxidables, ensaydndose suocinato.
TABLA XXVII
INCORPORACION "IN VITRO" PRENTE AL TIEMPO DE LEUCINA TRITIADA 
EN MITOCONDRIAS LIBRES Y SINAPTICAS AISLADAS POR GRADIENTE DIS 
CONTINUO DE FICOLL.
Tiempo Mitocondria libre Mitocondria sin^ptica
15 minutes 0,305 2  0,03 0,173 ±  0,05
(2) (2)
30 minutes 0,493 2  0,08 0,289 ♦ 0,1
(4) (2)
45 minutes 0,784 ♦ 0,05 0,424 ♦ 0,1
(2) (2)
60 minutes 0,857 ±  0,1 0,534 ±  0,2
(4) (4)
Los resultados estan expresados en p mol/mg, in- 
dlcando entre parentesis el numéro de experimentos.
pmol X mg
00
0,6
OA
0,2
30 4515 mm
Fig. 6.- INCORPORACION "IN VITRO" DE '^H-IEUCINA 
POR MITOCONDRIAS LIBRES (-*-) Y S INAPT! 
CAS (-#-) AISLADAS POR GRADIENTE DI SCON 
TTNUO DE FICOLL.
TABLA XXVIII
EPEGTO DE ANTIBIOTICOS EN LA INCORPORACION 
CONDRIAS LIBRES Y SINAPTICAS AISLADAS POR 
DE FICOLL.
"IN VITRO" DE MITO- 
GRADIENTE DISGONTINUO
Mitocondria libres Mitocondria sin^ptica
Control 0,568 ) 0,424 (— —)
Cloranfenicol 0,130 (77,1) 0,122 (71,2)
Cicloheximida 0,593 (-4,4) 0,461 (-8,7)
Los dates estan expresados en pmol/mg/hora. En­
tre paréntesis se fndloa el % de Inhiblcldn.
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piruvato ♦ malato y glutamato ♦ malato; en ambas fracciones se 
han obtenido en todos los casos una inoorporacidn ligeramente 
menor que con el sistema exdgeno, siendo el sustrato mejor uti- 
lizado glutamato ♦ malato en ambas fracciones mitocondriales. 
la adioiJn de ADP en presencia de estos sustratos aumenta la in 
corporaci(5n siendo muy significative con succinato en las mito­
condrias sindpticas y con piruvato t malato en les mitocondrias 
libres. A su vez en la sustitucidn de ADP por "trap" de hexoqui 
nasa ha habldo un estimulo de la incorporaci<5n importante en am 
bas fracciones. la incorporaci<5n con glutamato es semejante a 
la obtenidà con el sistema generador de ATP no existiendo varia 
ci(5n en la incorporaci(5n tras la adicidn de atractilosido (Ta­
bla XXIX) (Figura 7).
Las condiciones de incubacidn descritas corres- 
ponden a un sistema no saturado como se deduce de la Tabla XXX, 
habi^ndose realizado todos los experimentos a una concentracidn 
de leucina 0 , 0 2 que corresponde a 1 ^  Ci/ml de is<5topo (Figu 
ra 8),
2^'i
TABLA XXIX
EPECTO DE LA UTILIZACION DE DIPERENTES SUSTRATOS OXIDABLES EN 
LA INCORPORACION "IN VITRO" DE LEUCINA TRITIADA EN MITOCONDRIAS 
AISLADAS POR GRADIENTE DISGONTINUO DE PIGOLL.
Sustrato
Mitocondria libre Mitocondrias sin^ptica
Estado 4 Estado 3 Estado 4 Estado 3
Succinato 10 mM 0,09 0,103 0,232 0 ,566
Piruvato 10 mM + 
malato 2,5 mM 0,204 0,59 0,24 0,28
♦ Trap hexoquinasa -- — 0,37 0,307
Glutamato 10 mM + 
malato 2,5 mM 0,324 0,3175 ———
+ AtractilcSsido --- 0,322 --- 0,319
Los resultados estan expresados en pmol/mg/30 ml
nutos.
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TABLA XXX
EPECTO DE LA CONCENTRACION DE LEUCINA TRITIADA SOBRE LA INCORPO 
RACION "IN VITRO" EN MITOCONDRIAS LIBRES, AISLADAS POR GRADIEN­
TE DISCQNTINUO DE FICOLL.
Concentracldn de Leucina 
en n moles/ml 30 minutes 60 minutes
0,02 0,253 0,378
0,04 0,527 0,814
0,08 1,11 1,592
La incorporaci<5n estd expresada en p mel/mg pre-
teina.
pmol X mg .1
_60min
30min
0,8 .
002 0,04 Oj06 nmol x ml"
Fig. 3.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ^M-LEliCINA 
EN LA INCORPORACION "IN VITRO" POR MITO­
CONDRIAS LIBRES AISLADAS POR GRADIENTE 
DISGONTINUO DE FICOLL.
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4.2.2,4.- Incorporaci6n de ^^C-Leuclna en mitocondrias libres y 
sln^pticas obtenidas por gradiente dlacontfnuo de 
Picoll.
4.2.2.4.1.- Efecto del tiempo. concentracion de leucina y antibi<5- 
ticos.
El empleo de radioisdtopos supone eliminar
los fen^menos de Intercamblo descritos para el logréndose
un aumento en la eflciencla del sistema, asfmlsmo el use de 
Leucina nos permite trabajar con unas concentraciones de leuci­
na superiores a la leucina tritiada, de tal manera que la con- 
centraci(5n de leucina usada ha sido de 2,049/tM frente a 0,02 
/.M de los ensayos con Leucina.
En la Tabla XXXI y Figura 9, se describes los re 
sultados obtenidos de la incorporacidn frente al tiempo , como 
fuente de energfa se ha empleado un sistema exdgeno, generador 
de ATP. Los valores al cabo de una hora corresponden al orden 
de 2 pmoles/mg, significando un aumento de 250 % frente a la 
leucina tritiada.
En la Tabla XXXII se describe el efecto de la 
temperature sobre la incorporacidn, obteniendo una mayor incor­
poracidn a 37- C, seleccionando dsta para el resto de los expe­
rimentos (Figura 10).
La incorporacidn es inhibida en un 83,0 % y 86,5 
% en mitocondrias libres y sindpticas respectivamente por efec- 
to del cloranfenicol, no existiendo inhibicidn alguna por cicljo
3^3
TABLA XXXI
INCORPORACION "IN VITRO" DE ^^C LEUCINA EN MITOCONDRIAS LIBRES 
Y SINAPTICAS AISLADAS POR GRADIENTE DISGONTINUO DE FICOLL.
Tiempo Mitocondria !Libre Mitocondria s:indptica
15 minutes 0,592 + 0,14 (2) 0,726 ♦ 0,26 (2)
30 minutes 1,257 ± 0,17 (2) 1,340 ♦ 0,12 (2)
45 minutes 1,858 2 0,29 (2) 1,981 2  0,38 (2)
60 minutes 2,032 + 0,16 (2) No determinado
Los resultados estan expresados en pmol/mg, in- 
dicando entre pardntesis el niîmero de experimentos, habiendose 
realizado la incubacidn a 37  ^ C.
pmol X mg"
Mit. Libres
Mit, Sindptjcas
1.6
12
0.8
0.4
15 30 45 min
Fig. 9.- INCORPORACION "IN VITRO" DE ^"^C-LEUCINA POR 
MITOCONDRIAS LI3RES Y SINAPTICAS (— )
AISLADAS POR GRADIENTE DISGONTINUO DE FICOLL.
TABLA XXXII
I N C O R P O R A C I O N  " I N  V I T R O "  D E  ^ ^ C  L E U C I N A  E N  M I T O C O N D R I A  L I B R E  Y  
S I N A P T I C A  A I S L A D A S  P O R  G R A D I E N T E  D I S G O N T I N U O  D E  F I C O L L .
Tiempo Mitocondria libre Mitocondria sin^ptica
15 minutos 0,447 0,461
30 minutos 1,083 0,925
45 minutos No determinado 1.303
60 minutos 2,193 1,895
L o s  resultados estan expresados en pmol/mg. L a  
lncubaci(5n se ha efectuado a 305 c.
ru
pmol X mg -1
1.6
1.2
0.8
0.4
15 30 min
Fig. 10.- INCORPORACION "IM VITRO" DE ^"^C-LEUCItlA POR 
MITOCONDRIAS LIBRES OBTENIDAS POR GRADIENTE 
DISCONTINUO DE FICOLL A 25^ C (-*-) Y A 37^
C (-4- ) .
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hexirnida. El dinitrofenol, desacoplante mitocondrial, causd una 
inhibicidn del 23 % y 54,4 % respectivamente. También se estu- 
did el efecto del idn encontrando una inhibicidn del 60 %
y del 51,5 % respectivamente cuando se suprimfa dicho idn del 
medio (Tabla XXXIII). En estas series de experimentos se tuvo un 
especial cuidado en la contaminacidn bacteriana, trabaj^ndose en 
condiciones de semiesterilidad y llevando contrôles una vez fina 
lizada la incorporacidn. La contaminacidn no fue superior a 1000 
colonias/ml en ningun caso, El conjunto de todos los factores , 
mayor concentracidn de leucina, la presencia del idn 
en el medio y la ausencia de contaminacidn han contribuido a ob 
tener una alta incorporacidn especffica.
Se ha realizado un estudio de la influencia de la 
concentracidn de leucina en la incorporacidn (Tabla XXXIV). A 
concentraciones bajas de 2,4 y 4,8 nmoles/ral la incorporacidn 
es semejante en las dos fracciones mitocondriales, no ocurrien- 
do asf a concentraciones mayores, donde la mitocondria sindpti- 
ca duplica su incorporacidn frente a las mitocondrias libres (Pi 
gura 11).
/u
TABLA XXXIII
EPECTO DE LOS ANTIBIOTICOS, BNP, y EN LA INCORPORACION "IN
VITRO" DE ^^C LEUCINA EN MITOCONDRIAS AISLADAS POR GRADIENTE DIS 
CONTINUO DE PICOLL.
Mitocondria libre Mitocondria sindptica
Control 1,517 (----) 1,415 (----)
Cloranfenicol 0,257 (83,0) 0,190 (86,5)
Cicloheximida 1,630 (-7,4) 1,718 (-21,4)
Dinitrofenol 1,137 ( 25 ) 0,645 (54,4)
Medio 8in Mg^* 0,6 06 ( 60 ) 0,686 (51,5)
La incorporacidn estd expresada en pmol/mg/30 ml. 
nutos, indicando entre pardntesis el % de inhibicidn.
wTABLA XXXIV
EPECTO DE LA CONCENTRACION DE ^^C LEUCINA EN LA INCORPORACION "IN 
VITRO" EN MITOCONDRIAS AISLADAS POR GRADIENTE DISCONTINUO DE PI­
COLL.
nmoles/ml Mitocondria libre Mitocondria sindptica
2,458 1,472 1,080
4,896 2,880 2,799
9,823 4,186 14.886
14,749 9,168 18,927
Los resultados estan expresados en pmol/mg/30 ml
nutos.
h^i>
16
12
8
8 12 nmol X mr'
Fig. 11.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ^^ ’x-LEUCIMA 
EN LA INCORPORACION "IM VITRO" POR MITO­
CONDRIAS LIBRES (-*-) Y SINAPTICAS (-«-) 
AISLADAS POR GRADIENTE DISCONTINUO DE 
FICOLL.
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4.2.2.4.2.- Incorporacidn de Leucina en presencia de distin- 
tos sustratos.
Se ha sustituido el sistema de aporte energdtico 
exdgeno por sustratos oxidables como succinato, piruvato mala 
to y glutamato -*> malato, obteniendo en todos ellos en estado IV 
una incorporacidn inferior a la obtenida con el sistema exdgeno 
excepto con glutamato ♦ malato. En estado III, tras la adicidn 
de ADP 20 mM al medio de incubacidn se produjo un aumento sign^ 
ficativo (Tabla XXXV) (Figura 12).
TABLA XXXV
INCORPORACION "IN VITRO" DE ^^C LEUCINA EN MITOCONDRIAS AISLADAS 
POR GRADIENTE DISCONTINUO DE PICOLL. EPECTO DE DIPERENTES SUS­
TRATOS OXIDABLES.
Mitocondria libre Mitocondria sindptica
Estado IV Estado m Estado XV Estado III
Succinato 10 mM 1,28 2  0,2 
(2)
2,53 ±  0,5 
(2)
1,11 ♦ 0,6 
(2)
1,66 +0,5 
(2)
Piruvato 10 mM i- 
malato 2,5 m&ï
0,47 ±  0,02 
(2)
1,91 ♦ 0,18 
(2)
0,67 ♦ 0,2 
(2)
1,89 + 0 
(1)
Glutamato 10 mM 
malato 2,5 mM 1,87 ± 0,4 
(2)
3,46 r 0,4 
(2)
1,50 ♦ 0,1 
(3)
3,24 + 0,; 
(3)
Los resultados estan expresados en pmol/mg/30 m_i
nutos.
§-
f
oe
CL
§
-<z g' B «Io qo E
=3 nlU LI 4-o1 +> 0o (0 p"4" 10-1 C9 Eo E qw o Po *4* 3u.t o Oo LU +>C5£ O (31- >o 3> z Lzz Q. 0H p& zo a qz o qo to E
o Q CL +< QCÜ LU < 0o H P
CL Z + qIZ LU Eo 0 qo Q +> P
z < o 3
C£ c
O O
< Û
—I ce u rno 3 LU
CL to
UJ
to Q
to <c CL
o o a
1- < c
< -j
0£ to o +
1— •p
V ) < <0 oz c p
to to q
<c u
C/) o q
o cc 3 E-Jt o to
+
LU o Q
O o M O CLo P OO H- q c
1- >o 3 +
LU o Ul_ z L o
LU LU P CL p
O)
U-
144
4.2.2.4.3.- Efecto de la tlronlna y fenobarbltal en la Incorpo­
racidn.
Existen numerosos datos que apoyan una relacidn 
entre hormona tlroldea y distintos aspectos mitocondriales, asf 
Roodyn y col. (1965) apuntaron la estimulacidn por efecto de t^ 
ronina sobre la biosfntesis proteica mitocondrial en preparacio 
nes de mitocondrias aisladas de hfgado, Tambi^n se ha publicado 
recientemente por Roth-Schechter y col. (1979) un aumento en la 
biosfntesis proteica mitocondrial en células gliales tras la ad 
ministracion de pentobarbital, Por ello nos planteamos que efejc 
to tendrfan estos dos agentes, tironina y fenobarbital sobre la 
biosfntesis proteica mitocondrial en nuestras preparaciones, en 
la Tabla XXXVI se refiejan los resultados obtenidos, habiendo 
encontrado con las dos sustancias y en las dos fracciones un 
efecto inhibidor.
Como sistema de incubacidn se ha utilizado gluta 
mato + malato ♦ ADP. También se estudid el efecto del idn Mg^* 
y del dinitrofenol, resultando la eliminacidn del Mg^* del me­
dio de incubacidn en una patente inhibicidn que alcanzd el 63,1 
% y 77,4 % para mitocondria libre y sindptica respectivamente . 
A su vez el DNP inhibid ampliamente la incorporacidn en ambas 
fracciones.
//ijr
TABLA XXXVI
EFECTO DEL DBP, TIRONIWA Y PENOBARBITAL EN LA INCORPORA-
CION "IN VITRO" DE LEUCINA EN MITOCONDRIAS AISLADAS PGR GRA
DIENTE DISCQNTINUO DE PICOLL.
Mitocondria libre Mitocondria slnéptica
Control 4,155 ( — — ) 3.189 (----)
DNP 0,2 raM 1,697 (59,1) 0,622 (80,4)
Medio sin Mg^* 1,533 (63,1) 0,720 (77,4)
Liotironina 3,34Ag/n>g 2,703 (34,9) 2,662 (16,5)
Penobarbital 200A  g/mg 2,149 (48,2) 1,710 (46,3)
Los resultados estan expresados en pmol/mg/30 mi 
nutos, El medio contenfa glutamato f malato ADP. Entre parén- 
tesis se represents el porcentaje de inhibicion respeoto al con 
trol.
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4.2.2,4.4.- Experimentos en ratas tlroldectoinlzadas
Se utilizaron ratas tiroidectomizadas a les 13
dfas de vida y sacrificadas a los 18 dfas. La obtencidn de mit^
condrias libres y sinépticas se efectud por gradientes discontjÇ 
nuos de Picoll al 7,5 y 10 %. Una vez obtenidas las dos fracci^ 
nés mitocondriales se caracterizaron enzimàticamente y se estu- 
dio su capacidad de incorporacidn de leucina.
a) Actividades enzimàticas
No se ban encontrado diferencias notables entre
mitocondrias libres y sindpticas en ratas contrôles y tiroidec­
tomizadas (Tabla XXXVII). De los valores de los enzimas mitocon 
driales no obstante, se puede sugerir una ligera disminucion de 
la actividad citocromo c oxidasa en ratas tiroidectomizadas.
b) Incorporacidn de leucina
La incorporacidn se ha efectuado en medio de re^ 
piracidn 100 mM con fuente exdgena de ATP. Entre ratas con­
trôles y tiroidectomizadas hay un ligero aumento en la incorpo­
racidn en ratas tiroidectomizadas.
La incorporacidn en mitocondrias libres es supe­
rior a la encontrada en ratas adultas en un 7 % mientras que en 
mitocondria sindptica se ha encontrado una disminucion del 50,4 
% (Tabla XXXVIII).
TABLA XXXVII
ACTIVIDADES ENZIMATICAS ESPECIPICAS EN-MITOCONDRIAS AISLADAS POR 
GRADIENTE DISCQNTINUO DE PICOLL EN RATAS CONTROLES Y TIROIDECTO­
MIZADAS DE 18 DIAS DE VIDA.
Mitocondria libre Mitocondria sindptica
Control Tiroidec. Control Tiroidectorn.
Lactato deshldro- 
genasa 40 41 40 51
lactato deshidro- 
genasa ♦ Triton 99 100 290 319
Acetil colineste. 27 30 43 33
Succinato deshidro 
genasa 14,8 14,9 8,9 8,99
Citocromo c oxidasa 420 366 350 333
Citrato sintasa 713 773
A. . _
621 592
Los datos estan expresados en nmol/min/mg.
TABLA XXXVIII
INCORPORACION "IN VITRO" DE LEUCINA EN MITOCONDRIAS AISLA-
DAS POR GRADIENTE 
TIROIDECTOMIZADAS
DISCQNTINUO DE PICOLL EN 
DE 18 DIAS DE VIDA.
RATAS CONTROLES Y
Mitocondrias libres Mitocondria sin^ptica
Control 1,622 0,6 06
Tiroidectomizada 1,716 0,724
Los: datos estan expresados en pmol/mg/30 minu-
tos.
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4.2.3.- Mitocondrias aisladaa por bifase
De los resultados enzimdticos encontrados en las 
fracciones mitocondriales aisladas por el empleo de gradientes 
discontinues de sacarosa o Picoll, se pone de manifesto la per 
sistencia en las raismas de lactato deshidrogenasa y acetil coli 
nesterasa, le que implica la existencia de ciertos contaminan­
tes en dichas fracciones mitocondriales. No obstante, los valo­
res de estos enzimas marcadores de sinaptosomas descritos en es 
ta memoria, son inferiores a la mayorfa de los resultados des­
critos hasta ahora para fracciones de mitocondrias aisladas por 
centrifugacidn, por lo que parecia que las técnicas actuales de 
centrifugacidn podfan estar limitadas para lograr una mayor pu- 
rificacidn. De aquf, que se planteara el recurrir al empleo de 
otros m^todos que permitiesen aislar particules con un alto gra 
do de pureza,
Debido a que la membrane del sinaptosoma difiere 
en composicidn de la membrane mitocondrial y dado que los sist^ 
mas biffCsicos de polimeros de alto peso molecular son suscepti­
bles de separar particules en funcidn de las propiedades de sus 
membranas, se planted si estos sisteraas bifdsicos podrian ser­
vir para la separacidn de mitocondrias de sinaptosomas. A su 
vez en esta tdcnica no se emplean altas fuerzas centrifuges por 
lo que en principle resultaba ser una tdcnicë iddnea para la s^ 
paracidn de nuestras particules, disefiando una serie de expéri­
mentes para lograr las condiciones adecuadas para la separacidn 
de mitocondrias de sinaptosomas en condiciones de méxima pure­
za.
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Otro aspecto que se planted, fue el estudiar co- 
mo se comportarfan las mitocondrias purificadas en la incorpora 
cion "in vitro" de aminodcidos, d lo que es lo misrao comprobar 
el grado de interferencia de la contaminacidn sobre la cuantifi 
cacidn de la capacidad biosintdtica de la mitocondria.
4.2.3.1.- Utilidad de los sistemas bifdsicos para el aislamien- 
to de mitocondrias y sinaptosomas.
4.2.3.1.1.- Determinaciones enzimdticas
La caracterizacidn de la fraccidn mitocondrial, 
se ha llevado a cabo evaluando las actividades de los enzimas 
marcadores de sinaptosomas y de mitocondrias. En la Tabla XXXIX, 
se describen estos valores a lo largo del fraccionamiento, des- 
tacdhdose, la baja contribucidn de los enzimas lactato deshidr^ 
genasa y acetil colinesterasa en mitocondria purificada por bi­
fase, ya que representan el 0,018 % de la actividad total para 
LDH en presencia de Triton X-100 y el 0,009 % para acetil coli­
nesterasa. A su vez las actividades enzim^ticas especificas pa­
ra estos enzimas han sido de 20 nmol/min/mg y de 12,5,nmol/min/ 
mg respectivamente (Tabla XL). Un dato a destacar es el efecto 
del sistema bifésico sobre las actividades enziméticas de los 
contaminantes, asi la fraccidn de mitocondrias libres obtenidas 
tras el paso previo de purificacidn por la banda de Picoll al 
6 % rauestra una actividad enzlm^tica especlfica para lactato 
deshidrogenasa de 504 nmol/min/mg y una vez sometida a bifase 
queda reducida a 20 nmol/min/mg en la presencia de Tritdn X-100; 
en el caso de acetil colinesterasa pasa de 35 nmol/min/mg a 
12,5 nmol/min/mg, lo que pone de manifiesto que èl sistema bifd
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sico posee una gran efectividad para purificar la fraccidn mitjo 
condrial, ya que no solo reduce las actividades marcadoras de 
contaminantes, sino que aumenta las actividades de enzimas mar­
cadores mitocondriales pasando la actividad enzimâtica especifi. 
ca de citrato sintasa de 365 a 679 nmol/min/mg (Tabla XL).
En la Tabla XLI, estan reflejados los valores en 
contrados para diverses enzimas tanto en la fraccidn de mitooon 
drias libres como para sinaptosomas purificados por bifase. En 
la fraccidn mitocondrial, las actividades enzimdticas especffi- 
cas para citrato sintasa es de 633 nmol/min/mg, 340 nmol/min/mg 
para furaarasa y de 320 nmol/min/mg para citocromo c oxidasa, va 
lores que estan de acuerdo con los descritos para fracciones de 
mitocondrias con un buen grado de pureza. La fraccidn de sinap­
tosomas posee un valor para lactato deshidrogenasa de 104 nmol/ 
min/mg, experimentando un fuerte incremento por la adicidn de 
Tritdn X-100, alcanzando un valor de 695 nmol/min/mg, valores 
que juntamente con el de 62,1 nmol/min/mg para acetil colines­
terasa caracterizan a esta fraccidn como sinaptosomal (Booth y 
Clark, 1978), a su vez los valores de fumarasa, citrato sinte- 
tasa y citocromo c oxidasa estan de acuerdo con los descritos 
por Booth y Clark (1978) y Lai y Clark (1977).
4.2.3 .1.2.- Ensayos respiratorios
Identificada la fraccidn mitocondrial se proce- 
did a la determinacidn de la capacidad respiratoria Trente a 
diverses sustratos oxidables, determin^ndose el RCR y el cocien 
te P:0. Los valores encontrados para el RCR, son indices de un 
buen acoplamiento por efecto de la adicidn de ADP, a su vez la
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fosforilacldn oxidativa viene reflejada por el coclente P:0, 
siendo de 2,4 a 2,8 para glutamato y piruvato en presencia de 
malato y de 1,8 para succinato (Tabla XLII).
También se ha estudiado el efecto de las altas 
concentraciones de potasio en el medio de incubacidn (Tabla XLII), 
de los valores encontrados, tanto en la presencia de succinato 
como en la de glutamato més malato se ha apreciado un ligero e^ 
timulo en los valores de los RCR, sin embargo este efecto no se 
pone de manifiesto en la presencia de piruvato més malato, don- 
de ha aparecido una disminucidn en dicho valor.
WT3
TABLA XXXIX
ACTIVIDADES ENZIMATICAS A LO LARGO DEL PROCESO DE BIFASE.
LDH
LDH + 
Triton
Acetil
colin.
Citrato
sintetasa Proteinas
Homogenado 1626,15 1626,15 210,71 453,25 2266,20
Nucleo 218,37 529,10 78,87 152,29 897,25
Crudo mitocon 
drial 24,68 101,46 37,91 119,47 387,50
Sobrenedante 561,16 712,08 93,45 70,41 882,00
Sinaptosoma 
Picoll 6 % 12,78 73,18 10,10 29,09 138,18
Sinaptosomas
bifase 1,92 12,81 1,14 5,66 18,42
Mitocondria 
Picoll 6 % 10,89 40,81 2,47 25,52 69,82
Mitocondria
bifase 0,20 0.30 0,02 3,91 12,09
Las actividades enzimë^ticas estdüi expresadas en 
ytmol/min/fraccidn. Las proteinas estdh expresadas en mg/frac­
cidn.
TABLA XL
ACTIVIDADES ENZIMATICAS ESPECIPICAS A LO LARGO DEL PROCESO DE 
BIPASE.
LDH
LDH i- 
Triton
Acetil
colin.
Citrato
sintetasa
Homogenado 717,00 717,00 92,90 200,00
Nucleo 243,00 589,00 87,90 169,00
Crudo mitocon­
drial 63,70 261,00 97,80 308,00
Sobrenadante 636,00 807,00 105,00 79,80
Sinaptosomas 
Picoll 6 % 92,50 529,00 73,10 21,00
Sinaptosomas
bifase 104,00 695,00 62,10 307,00
Mitocondria 
Picoll 6 % 156,00 584,00 35,00 365,00
Mitocondria
bifase 5,00 20,00 12,50 679,00
Las actividades est^n expresadas en nmol/min/mg.
TABLA XLI
ACTIVIDADES ENZIMATICAS ESPECIPICAS DE MITOCONDRIAS Y SINAPTOS0 
MAS AISLADOS POR BIPASE.
Mitocondrias Sinaptosomas
Lactato deshidrogenasa 0,005 (6) 0,104 (2)
Lactato deshidrogenasa 
en presencia de Tritdn 0,014 (4) 0,695 (2)
Acetil colinesterasa 0,010 (6) 0,061 (2)
Citrato sintasa 0,633 (2) 0,309 (1)
Pumarasa 0,340 (3) 0,068 (3)
Citocromo c oxidasa 0,320 (3) 0,042 (3)
Las actividades enzim^ticas estan expresadas en
y&mol/min/mg.
TABLA XLII
PARAMETROS RESPIRATORIOS DE MITOCONDRIAS LIBRES AISLADAS POR BI 
PASE.
KCL ADPîO RCR Estado III
Piruvato 5 mM -t 5 mM 3 5,3 94
malato 2,5 mM 100 mM 2,8 3 70
Succinato 10 mM 5 mM 1.5 2,6 106
100 mM 1,8 3,4 118
Glutamato 5 mM * 5 mM 2,4 3,0 70
malato 2,5 mM 100 mM 2,4 3,4 59
Los resultados estan expresados en n atomos 0^/min/
mg.
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4.2.3.1.3.- Mlcroscopia Electrdnlca
Se han realizado ensayos de microscopfa electrd- 
nlca con las fracciones correspondlentes a crudo mitocondrial , 
mitocondrias libres y a sinaptosomas.
La fotografxa I, corresponde a crudo mitocon­
drial, en ella se aprecia como aparecen fundamentalraente dos 
tipos de orgdnulos perfectamente diferenciados, mitocondrias 11 
bres y sinaptosomas, junto a una amplia gama de membranas.
En la fotografia II, se présenta una seccidn co- 
rrespondiente a mitocondrias libres purificadas por bifase. Hay 
que destacar dos aspectos fundamentalmente: por una parte la al 
ta integridad de la mayorfa de las mitocondrias, pudiendo apre- 
ciar la membrane interna y externa asf como la matriz mitocon­
drial y por otro lado la ausencia total de sinaptosomas en esta 
fraccion, pudiendo observarse algun resto de membrane, pero con 
muy baja significacidn. Tambidn se aprecia una heterogeneidad 
morfoldgica diferencidndose dos tipos de mitocondrias, unas de 
gran tamano y otras de tamano inferior.
En la fotograffa III, aparece una seccidn de si- 
naptosomas purificados por bifase. Se destaca la ausencia total 
de mitocondrias libres en la preparacidn, asf como una perfects 
integridad de los sinaptosomas, pudiendo distinguirse como la 
membranà plasmdtica se mantiene continua y alberga en su inte­
rior a las vesfculas juntamente con las mitocondrias sindpti- 
cas. A su vez se puede distinguir la presencia de membranas pos_t 
sinapticas aprecidndose algunas perfectamente acopladas al si-
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naptosoma formando el complejo slndptico complete. Tambidn se 
observa, ima variacidn en el tamano de diferentes poblaclones 
de sinaptosomas.
-  A#
m  0
I
m
Fotograffa 1.- CRUDO MITO CO NDRIAL A 15.000 AqMENTOS.
^ # 3
»
#
Fotograffa 2.- MITOCONDRIAS LIBRES AISLADAS PQR BIFASE 
A 15.000 AUMENTOS.
Fotopraffa 3.- SINAPTOSOMAS AISLADOS POR BIFASE 
A 15.000 AUMENTOS.
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4.2.3.2.- Mitocondrias libres y sindpticaa aisladas por gradien­
ts discontfnuo de Picoll y posterior purlflcacldn por 
bifase.
4.2.3.2.1.- Determinaciones enzimdticas
En estos experimentos se han empleado ratas de 18 
dias de vida, ya que el resto de los experimentos se han reali­
zado con ratas adultas, se ha pretendido obtener informacidn a 
cerca de las posiblep variaciones existantes en estos dos esta- 
dios.
En la Tabla XLIII se describen las actividades en 
zimdticas de las mitocondrias libres y sindpticas obtenidas por 
gradients discontfnuo de Picoll y posterior purificacidn por si^ 
temas biffCsicos. Es importante destacar la disminucion de lacta 
to deshidrogenasa en las fracciones purificadas por bifase, pa­
sando de 99 a 30 nmol/min/mg en mitocondria libre y de 290 a 80 
nmol/min/mg en mitocondria sinaptica. A su vez en la fraccidn de 
mitocondria slndptica ha habido una importante reduccidn en la 
actividad acetil colinesterasa, demostrando la alta eficacia del 
sistema bif^sico en la purificacidn de fracciones mitocondriales.
Comparando estos resultados con los encontrados 
en periodo adulto, en la fraccidn de mitocondrias libres no se 
han encontrado diferencias significatives en los dos periodos 
estudiados, no obstante en mitocondrias sinapticas ha aparecido 
una disminucion importante en las actividades citrato sintasa y 
citocromo c oxidasa.
TABLA XLIII
ACTIVIDADES ENZIMATICAS ESPECIPICAS EN MITOCONDRIAS AISLADAS
POR GRADIENTE DISCONTINÜO 
POR BIPASE.
DE PICOLL Y POSTERIOR PURIPICACION
Mitocondrias libres Mitocondria sindptica
Picoll Bifase Picoll Bifase
Lactat 0 
deshidrogenasa 40,00 11,00 40,00 17,00
Lactato deshidroge 
nasa Tritdn 99,00 30,00 290,00 80,00
Acetil
colinesterasa 27,00 24,00 43,00 23,00
Citocromo c 
oxidasa 420,00 445,50 350,00 330,00
Citrato sintasa 713,00 721,00 621,00 442,00
Succinato
deshidrogenasa 15,00 9,00
Los resultados estan expresados en nmol/hiin/mg.
No determinada por interferencia de la bifase con la tdcni- 
ca de determinacidn enzim^tica.
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4.2.3.2.2.- Incorporacidn de leucina
El medio de incubacidn empleado ha sido el medio 
100 mM potasio, con fuente exdgena de producidn de energia, pa­
ra poder comparar estos resultados con los obtenidos en periodo 
adulto. La incorporacidn encontrada ha sido 1,71 pmol/30 min/mg 
para mitocondrias libres, lo que supone frente a 1,517 pmol/ 30 
min/mg del periodo adulto un incremento del 12,7 %- En mitocon- 
drias sindpticas se ha obtenido un valor de 0,874 pmol/30 min / 
mg, que contrasta con el 1,222 pmol/30 min/mg en estado adulto, 
representando una reducidn del 28,4 %•
A su vez otro aspecto ha destacar es la compara- 
cidn de los resultados encontrados en las mitocondrias obteni­
das por Picoll sin purificar por bifase con estas, (Tabla XLIV) 
apareciendo tanto en mitocondrias libres como en sindpticas un 
incremento del 5,4 % y del 44,2 % respectivamente, lo que sign! 
flea un claro aumento en la incorporacidn de aminoacidos por las 
fracciones purificadas por bifase.
TABLA XLIV
INCORPORACION DE LEUCINA EN MITOCONDRIAS AISLADAS POR GRA­
DIENTES DISCONTINU08 DE PICOLL Y POSTERIOR PURIPICACION POR BI 
PASE.
Picoll Bifase
Mitocondria libres 1,622 1,710
Mitocondria sinaptica 0,606 0,874
Los resultados estan expresados en pmol/30 min/
mg,
5.- DISCUSION
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5.- DISCUSION
5.1.- Experlencias "In vivo"
5.1.1.- Utilidad de los gradientes discontinuoa de sacarosa pa­
ra la separacldn de mitocondrias libres y sindpticas
Desde los trabajos originales de Whittaker(1960)
y Cray y Whittaker (I960, 1962) el empleo de gradientes discon­
tinues de sacarosa para la separacidn de orgdnulos de homogena- 
dos de cerebro ha tenido una gran difusidn, siendo actualmente 
una de las tdcnicas comunmente utilizadas para la separacidn de 
mitocondrias libres y sinaptosomas y posterior fraccionamiento 
de sinaptosomas en sus distintos componentes, como vesfculas y 
mitocondrias sinapticas (Gfeller y col., 1971; Gayet y Durand , 
1977; Dienel y col., 1977; Bradford, 1969; Blokhuis y Veldstra, 
1970; Sperk y Baldessarini, 1977). El planteamiento de nuestro
trabajo era el estudio de la biosfntesis proteica en mitocon-
drias de cerebro de rata, siendo el primer objetivo del mismo 
disposer de las dos fracciones de mitocondrias, libres y sinép- 
ticas, y dado que los gradientes discontinuas proporcionan una 
técnica adecuada y segura para la separacidn de ambas poblacio- 
nes mitocondriales se recurrid al empleo de los mismos.
5.1.1.1.- Estudio enzimdtico en cl fraccionamiento por gradien­
ts discontfnuo de sacarosa
Las actividades enzimdticas especfficas de lacta 
to deshidrogenasa (marcador citopldsraico) mds bajas correspon- 
den a las fracciones de mitocondrias libres y sindpticas presen
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tdndose asfralsmo el menor estfmulo en dicha actividad por efec­
to del Tritdn X-100, deduciendo que las fracciones mitocondria­
les son las mds puras del process de separacidn. La actividad 
especlfica acetil colinesterdsica posee a su vez muy baja signi 
ficacidn, lo que supone escasa contaminacidn con membranas. Los 
valores de los enzimas mitocondriales, citocromo c oxidasa y c^ 
trato sintasa presentan unos valores semejantes a los descritos 
por Jones y col. (1975) y Lai y Clark (1976). De la considera- 
cidn de estos paramétras enzim^ticos se deduce que el gradiente 
discontfnuo de sacarosa proporciona dos fracciones perfectamen­
te separadas, que una vez caracterizadas por enzimas marcadores 
se identifican como mitocondrias libres y sindpticas con un buen 
grado de purificacidn.
5.1.1.2.- Caracterizacidn de mitocondrias libres y sindpticas 
obtenidas por gradientes discontinuas de sacarosa
a) Actividad respiratoria
Una de las propiedades que caracterizan una pre­
paracidn mitocondrial es su capacidad respiratoria frente a sua 
tratos oxidables; hay que considerar que las altas concentracio 
nés de sacarosa utilizadas en los gradientes originan una alta 
hiperosinoticldad que provoca una deshidratacidn de la mitocon­
dria causando alteraciones estructurales (Beaufay y Berthet , 
1963; Beaufay y col., 1964; De Duve, 1971; Lusena, 1965; Lusena 
y Depocas, 1966; Wattiaux y col., 1971) que pueden alterar la 
fosforilacidn oxidativa con pdrdida del control respiratorio 
(Whittaker, 1969a; Diminio y Hoch, 1972). No obstante, Pickett 
y col. (1977) han descrito el efecto beneficioso originado por
169
el tratamiento de las fracciones mitocondriales con seroalbdmi- 
na exenta de dcidos grasos, ya que dsta ejerce un efecto de pro 
teccidn y recuperacidn de la membreuia mitocondrial juntamente 
con la elirainacidn de los dcidos grasos del medio, que poseen 
un efecto desacoplante como comprobd Borst y col. (1962), recu- 
perando la actividad respiratoria.
Las mitocondrias obtenidas por sacarosa y trata- 
das con seroalbumina utilizaron diferentes sustratos con RCR de 
2* que supone una discrete capacidad respiratoria. También se ha 
observado un estfmulo en la respiracién por efecto de las al­
tas concentraciones de potasio en el medio de incubacidn, propi£ 
dad caracterfstica de la mitocondria de cerebro, segiîn se ha de^ 
crito por Ozawa y col. (1967), y Clark y Nicklas (1970).
b) Espectro de citocromos
Otra popiedad de la mitocondria es su alto contre 
nido en citocromos, los perfiles encontrados en mitocondrias 11. 
bres y sinéptcias no han mostrado diferencias cualitativas, no 
obstante en su euantiflcacidn aparecen unos valores ligeramente 
superiores en la fraccidn sinéptica, siendo significative este 
aumento en citocromo b.
c) Determinacidn de RNA y DNA
Los datos obtenidos para RNA estén de acuerdo 
con los descritos por Larry y col. (1975), sugieriendo un mayor 
contenido en mitocondrias libres, también se ha encontrado es­
tos resultados para DNA.
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d) Contaminacldn mlcrosdmlca
Dada la Importancla que tiene en los estudloa de 
bioslntesis proteica mitocondrial la posible contaminaci6n de 
las fracciones mitocondriales por microsomas, ae realiz(5 un ea- 
tudlo de la radioactlvldad a lo largo de todo el fracclonamien- 
to (Tabla VIII). En el sobrenadante postmitocondrial apareci<5 
una radioactlvldad especlflca de 594 opm/mg, el crudo mitocon­
drial se lavo con medio de alslamlento y una vez centrifugado 
el sobrenadante de este primer lavado tenia una radioactlvldad 
de 780 cpm/mg, el crudo résultante se lavd dos vecea m^s obte- 
nlendose en los sobrenadantea una radioactlvldad de 222 cpm/mg 
y 128 cpm/mg, slendo la radioactlvldad especlflca m^a baja de 
todas las fracciones estudladas, lo que supone una ellmlnacldn 
progreslva de microsomas de la fraccl<5n de crudo mitocondrial 
en los lavados suceslvos del mlsmo. A su vez no se ha detecta- 
do actlvldad WADPH cltocromo c oxldoreductasa (marcador de ml- 
crosomaa) en nlnguna de las dos fracciones objeto de estudlo , 
mltocondrla libre y slndptlca. Por Ultimo hay que conslderar 
los resultados descrltos por Whittaker (1969 a), qulen caract^ 
rlz<5 e Identified a la fraccidn de microsomas en el gradients 
a concentraclones de sacarosa 0,4 - 0,6 M y las fracciones de 
mltocondrlas se obtlenen a concentraclones de sacarosa supe­
rlores a 1, 2 M, por lo que résulta Improbable la presencla de 
microsomas en nuestras fracciones,
Del conjunto de parUmetros estudlados se deduce 
que el gradlente discontinue de sacarosa proporclona dos frac­
ciones de mltocondrlas bien separadas con llgera contamlnacldrt 
cltoplUsmlca, escasa contamlnacldn con membranas, no detectable
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contaminacldn microsdmica y una discrets capacldad funcional.
5 .1.2.- Incorporacidn de ^H-L-Leucina
5 .1.2.1.- Estudios en certes de cerebro
Una vez incubados los cortes de cerebro en pre­
sencla de leuclna trltlada, se separaron las dos fracciones mi­
tocondriales, mldlendo la radioactlvldad Incorporada en cada una 
de las mlsmas. De los resultados obtenldos se suglere una mayor 
capacldad bloslntdtlca en mltocondrlas libres frente a mltocon­
drlas slndptlcas, con las réservas Impuestas por la alta desvia 
cldn numerics encontrada. La Incorporacidn ha sldo reslstente a 
cicloheximlda y sensible a cloranfenlcol, lo que détermina una 
autdntica bioslntesls proteica mitocondrial y excluye el aporte 
de radioactlvldad por bioslntesls proteica cltopldsmlca. Los va 
lores de radioactlvldad especlflca han sldo 0,0339 pmol/mg/h pa 
ra mltocondrla libre y 0,0198 pmol/mg/h .para mltocondrla slnd£ 
tlca mostrdndose Inferlores a los descrltos por otros autores 
en estudios de bioslntesls proteica mitocondrial. No obstante 
Dunlop y col. (1974), Jones y Banks (1970), Jones y Mq.Ilwaln 
(1971) apuntaron la obtencldn de bajos valores en experlmentos 
en cortes de tejldos frente a trabajos reallzados "In vivo". A 
su vez hay que conslderar que en los cortes de tejldos se encuen 
tra gran cantldad de elementos estructurales dafiados y alterados 
(Cohen y Hartmann, 1964; Ibata y col., 1971; Torack y col,,
1965; Wanko y Tower, 1964), por ello se sustltuyd el estudlo en 
preparaclones en cortes de cerebro por experlmentos "In vivo", 
quedando descartada toda duda acerca de la Integrldad y funclo- 
nalldad del tejldo.
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5.1.2.2.- Incorporacidn "in vivo" de H-Leuclna
El estudlo de la bioslntesls proteica mitocondrial 
en experlmentos "In vivo" tlene las ventajas de resolver el prjo 
blema de la Integrldad de los cortes de tejldo, ellmlnar la po- 
slble contrlbucldn por contamlnacldn bacterlana durante la Incu 
bacldn, carecer de Importancla el grade de funcionalIdad de las 
fracciones mitocondriales y aproxlmarse a la realldad bloldglca 
mds que en los experlmentos "In vitro".
Se han reallzado numerosos trabajos de bloslnte- 
sls proteica en cerebro, tras la observacldn de Rltcher (1965), 
aflrmando que la actlvldad bloslntdtlca en cerebro era compara­
ble a otros drganos, aunque el recamblo en dlcho tejldo se con­
sidéra un 30 % del encontrado eh hlgado (Schaplro y col., I960). 
De las dlstlntas fracciones alsladas de homogenados de cerebro 
han despertado gran Interds las fracciones mitocondriales tras 
la observacldn de la capacldad de dlcho orgdnulo para Incorpo­
rer amlnodcldos marcados y asf Khan y Wilson (1965), Beattie y 
col., (1967 a), Hungen y col,, (1968), Rodriguez de Lores y col. 
(1971), Tunrl Arl y Plha Sakarl (1975) han estudlado la vlda me 
dla de la mltocondrla tras la admlnlstracldn de leuclna marcada. 
Para este objetlvo se han reallzado pulsos durante périodes de 
tlempo que comprenden dlas e Incluso semanas, no habldndose de- 
termlnado la evolucldn a Intervalos mUs cortos de tlempo.
Entre las poslbles vlas de admlnlstracldn del 
Isdtopo se ha selecclonado la Inyeccldn Intraverebroventrlcular 
ya que ofrece las ventajas de salvar la barrera hematorraquxdea, 
alcanzar localmente una alta actlvldad especlflca y reduclr los
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fendraenoa de reutlllzacidn (Rodriguez de Lores y col., 1971 ; 
Hungen y col., 1968). A au vez se ha comprobado como la leuclna 
marcada se recoge fundamentalmente en proteinas, slendo la can­
tldad de metabolitos muy pequena (Roberts y Morelos, 1965).
Los resultados encontrados en las dos fracciones 
mitocondriales sugleren la sigulente evolucldn: tras la admlni^ 
tracldn de leuclna marcada, dsta dlfundlrd por todo el tejldo 
cerebral y parte alcanzard la neurona. A un corto période de 
tiempo (3 horas) las dos fracciones mitocondriales Incorporaran 
el isdtopo en su propia proteina (Pig. 13). Posteriormente, el 
material no marcado que se encontraba en el axon durante la ad­
mlnlstracldn de leuclna trltiada, llegard a la termlnacldn ner- 
viosa por transporte axopldsmico, lo que originard una dllucldn 
Isotdplca en dicha fraccldn y una dlsmlnucldn de la radloactlvi 
dad que se hace minima a las 13,3 horas (flg. 13). Mlentras tan 
to en el cuerpo de la neurona continua la Incorporacidn del Isd 
topo apareclendo un alto marcaje en la fraccldn de mltocondrlas 
libres que alcanza el valor mdxlmo a las 13,3 horas (figura 13).
El segundo plco de radioactlvldad que aparece en 
las mltocondrlas sindpticas a las 22 horas debe ser ocasionado 
por la llegada de material marcado en el cuerpo de la neurona 
durante las 13,3 primeras horas y no por sintesls "de novo" en 
este periodo de tiempo. A esta conclusidn se puede llegar, ob- 
servando por un lado que el sistema no estd saturado, como se 
demuestra de la admlnlstracldn de Isdtopo de dlferente actlvl­
dad (Tabla X), y por otro, la rdplda calda de radioactlvldad en 
las mltocondrlas libres, que aparece a partir de las 13,3 horas. 
Ambos hechos sugleren claramente la efectlvldad del pulso, de
0  h.
3 h.
6 h.
13 h.
22  h.
Cuerpo neuronal Terminacidn nervi osa
Fig. 13.- ESQUEMA DE LA INTERPRETAC ION PROFUESTA 
PARA LOS EXPERIMEÎITOS "IN VIVO".
G 3 M a t o r i n l  no  itinrc-^do; 1111 M i l : " r i  a l  mar  
ca<lo; llllilll M a t e r  i a I T u e r  îreiuen î:e m a r c a d o .
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tal mènera que a partir de las primeras horas debe espererse que 
todo el isdtopo ha sldo utlllzado y/o dlfundldo a todo el flui­
de cerebroesplnal,
Estos resultados son semejantes a los descrltos 
por Gurd (1978), qulen encontrd en la fraccldn sinaptosomal dos 
mdximos, en la incorporacidn de leuclna trltiada a las cuatro y 
dleclsels horas, tras su admlnlstracldn por via Intracraneal. A 
su vez Hungen y col. (1968) encontraron a las cuatro horas de 
pulso una Incorporacidn de 600 cpm/mg y 300 cpm/mg para mlto­
condrla libre y slndptlca respectlvamente, que apoyan la dlstln 
ta Incorporacidn encontrada en ambas fracciones mitocondriales 
a corto periodo de tlempo. Tambldn hay que descartar la posible 
contrlbucldn de microsomas en nuestras fracciones como se dlscu 
tld anterlormente.
5.1.2.3.- Experlmentos de pulso-caza
Para confirmer nuestra Hlpdtesls del transporte 
de la mltocondrla marcada del cuerpo celular a la termlnacldn 
nervlosa, se plantearon experlmentos de pulso-caza. De ellos se 
desprende que se ha producldo un descenso Importante en la In­
corporacidn en mltocondrlas libres y poco significative en la 
fraccldn de mltocondrlas slndptlcas, suglrlendo una mayor res- 
puestn en mltocondrla libre por efecto de la dllucldn con leuc^ 
na fria, lo que apoyaria nuestra hlpdtesls. No obstante hay que 
conslderar, que la parada en la Incorporacidn tras la admlnls­
tracldn de leuclna fria por via Intraperltoneal, no es total ya 
que la Inhlblcldn encontrada a las 22 horas de pulso fiîe del 
68,6 % y del 58,5 % en mltocondrla libre y slndptlca respectlva
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mente, cuando se adminlstrd una hora antes de la leuclna tritia 
da, pudlendo deberse este coraportaralento al grade de blodlsponi 
bllldad y acceslbllldad de la leuclna fria al cerebro.
La conflrmacidn de nuestra hlpdtesls se obtuvo, 
por el empleo de un Inhlbldor del transporte axopldsmlco, col- 
chlclna, ya que tras su admlnlstracldn se encontrd una Inhibl- 
cldn en mltocondrla libre del 20,9 % frente a un 31 % en mlto­
condrla slndptica, explicdndose este mayor descenso en la incor 
poracidn de la fraccidn de mltocondrlas sindpticas por una in- 
terrupcldn del transporte de mltocondrla marcada a la termlna­
cldn nervlosa.
5.1.2.4.- Efecto de la cicloheximlda y cloranfenlcol en la blo- 
sintesls proteica mitocondrial
a) Admlnlstracldn intraperltoneal
Ambos antlbldtlcos pasan la barrera hematorraqui 
dea, slendo susceptibles de ejercer su accldn a nlvel cerebral 
(Siegel y col., 1976). La admlnlstracldn se reallzd una hora an 
tes de la de leuclna trltlada, para ellmlnar el efecto descrlto 
por Ch'In y col.(1976) de recuperncidn y estimulo de la blosfn- 
tesls proteica, por efecto de la cicloheximlda, cuando transcu- 
rran largos perlodos desde su admlnlstracldn. La Inhlblcldn eau 
sada por el cloranfenlcol ha sldo del 14,6 % y 11,3 % en mlto­
condrla libre y slndptlca respectlvamente. Este llgera inhlbl- 
cidn estarfa de acuerdo con las observaclones de Ashwell y Work
(1970), Borst (1972), Schatz (1970), Avadhanl y col. (1974), 
Schatz y Mason (1974) acerca de la contrlbucldn de la blosinte-
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sia proteica mitocondrial, que représenta del 8 - 10 % de sus 
proteinas, explicando la llgera inhlblcldn encontrada tras la 
admlnlstracldn de cloranfenlcol. La cicloheximlda causd una In- 
hiblcldn del 75 % y 70,6 % de mltocondrla libre y slndptlca res 
pectlvamente. Ch'In y col. (1977) observaron fuertes Inhlblclo- 
nes en la bioslntesls protélca en dlstlntas fracciones de higa- 
do y rlndn, alcanzando dicho efecto tambldn a la fraccldn mito­
condrial (Ch'In y col., 1978). A su vez Satav y col. (1977), en 
contraron una inhlblcldn en la bioslntesls proteica mitocondrial 
en hlgado del 85 % y del 96,1 % a una y dos horas despues de la 
admlnlstracldn de cicloheximlda, valores semejantes a los obte- 
nidos en nuestras fracciones. Las dosis empleadas han sido de 
4 rag/Kg de peso no pudlendo explicar los resultados obtenidos 
por un efecto tdxico del antibidtico, ya que estos aparecen a 
dosis de 10 - 100 mg/Kg de peso (Maramatsu y col., 1970; Ch'In 
y col., 1976; Daska y col., 1975).
b) Admlnlstracldn intracerebroventricular
El cloranfenlcol provocd unas inhibiclones del 
74 % y del 91,5 % en mltocondrlas libres y slndptlcas..Estos va 
lores se podrlan explicar por el efecto del cloranfenlcol no bo 
lo a nivel de bioslntesls proteica sino tambldn al slndrome pro 
vocado tras su admlnlstracldn intraventrlcular que orlgind, ata 
xla y locura y que culmlnd con la muerte de los animales a do­
sis de 5,7 mg/300 g de peso. Cuando la dosis se redujo a 2,85 
mg/300 g de peso, aparecld el slndrome, no sobrevinlendo la muer 
te, no obstante ante el estado de los animales se conslderd acon 
sejable sacrlfIcarles a los 20 mlnutos. Ramlrez (1973) y Dunn
(1971) apuntaron que estas acclones se deberlan no solo a la In
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hibicldn de la bioslntesls proteica mitocondrial slno tambldn a 
alteraclones causadas a nlvel del complejo slndptico, lo que ex 
pllcarla el slndrome producldo por el cloranfenlcol.
La Inhlblcldn causada por cicloheximlda fue para 
mltocondrlas libres del 62 ^ y del 77,6 % para mltocondrlas sl- 
ndptlcas. Estos valores son llgeramente Inferlores a los obteni. 
dos tras la admlnlstracldn Intraperltoneal. No obstante, hay 
que conslderar, que el Intervals de tlempo transcurrldo entre 
la admlnlstracldn del antibidtico y la leuclna trltlada ha sldo 
muy corto y ya apuntd Satav y col. (1977) que en hlgado y tras 
admlnlstracldn Intraperltoneal se requerla al menos 40 mlnutos 
para observer Inhlblcldn en la bioslntesls proteica mitocondrial, 
A ou vez hay que tener en cuenta la exlstencia de una fraccidn 
de la bioslntesls proteica mitocondrial que no depende de la c^ 
topldsmlca, slendo por lo tanto reslstente a cicloheximlda.
la Inhlblcldn por efecto de la cicloheximlda no 
se puede demostrar por una accldn directs sobre la mltocondrla, 
ya que no interflere ni con el metabollsmo energdtlco, ni con 
la réserva de amlnodcldos. A su vez, tampoco se ha observado ac^  
cldn por sus metabolitos (Satav y col., 1977). De lo anterlor­
mente expuesto se deduce una vez mds la Interdependencla de los 
dos slstemas bioslntdtlcos, cltopldsmlco y mitocondrial, duran­
te la biogdnesls de la mltocondrla (Schatz y Mason, 1974).
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5.2.- Eatudlos de Incorporacidn "in vitro"
La blosfntegls proteica mitocondrial requlere a- 
demdg del aporte necesarlo de energfa, una Integrldad estructu- 
ral y funcional, asf Rablnovltz y col. (1977) comprobaron como 
la bioslntesls protélca era dependlente de la integrldad de la 
membrana. En las secciones anteriores se ha dlscutldo como las 
preparaclones mitocondriales obtenldas por gradlentes disconti­
nues de sacarosa, poseen una discrete capacidad respiratoria, y 
dada la relacldn existante entre resplracidn y estado funcional 
se recurrid al empleo de gradientes isotdhicos de pollmeros de 
alto peso molecular, evitando de esta manera el efecto de las 
altas concentraclones de sacarosa, sobre las mltocondrlas.
5.2.1.- Utllidad de los gradlentes de Flcoll
5.2.1.1.- Mltocondrlas "Clark and Nlcklas"
Del estudlo de enzimas marcadores se deduce un 
bajo contenldo en lactato deshidrogenasa y acetll colinestera­
se junto con una actlvldad enzlmdtlca especlflca elevgda en c^ 
trato slntetasa, que nos permits identlflcar a esta fraccldn 
como mitocondrial. Dada la alta funeionalidad descrlta para e^ 
ta fraccldn (Clark y Nlcklas, 1970), se estudld su capacldad 
para Incorporer amlnodcldos marcados. El medio de incubacldn em 
pleado correspondid al medio de resplracidn 100 mM K %  ya que 
en este se obtlenen los valores resplratorlos mds elevados (Clark 
y Nlcklas, 1970). La incorporacidn encontrada ha sldo de 0,757 
2  0,01 (3) pmol/mg/h., manteniendo un comportamlento lineal du­
rante los prlmeros 45 mlnutos, gran senslbllldad a cloranfenl-
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col y resistencia a cicloheximlda. Grandes discrepancies han 
exlsbldo a cerca de la senslbllldad de las mltocondrlas de cje 
rebro a los antlbldtlcos, as! Gordon y Deanln (1968), describle 
ron una resistencia al cloranfenlcol y fuerte senslbllldad a 
acetoxlclclohexlmlda, postulando que la sintesls protélca en mi 
tocondrla de cerebro era cualltativamente dlstlnta de la descr^ 
ta en mltocondrlas de otros drganos, esta hlpdtesls fue sostenj. 
da por Yellln y col. (1967), Cunningham y Brldgers (1970), Hai­
dar (1970). Posteriormente Morgan (1970), demostrd que las pro- 
pledades menclonadas se debian a un problems de contamlnacldn , 
pues Identified en las preparaclones mitocondriales juntamente 
con mltocondrlas, slnaptosomas y una serle de estructuras, que 
posefan en su Interior rlbosomas estando recublertas por membra 
nas, slendo dstas sensibles a cicloheximlda (Austin y col.,1970) 
El orlgen de estas particules con rlbosomas recublertos con sl_s 
temas de membranas ha sldo Identlflcado por Johnston y Larramen 
dl (1968) de procedencla glial, o por Tennyson (1970) como par­
ticules procédantes de dxones en creclmlento, estableclendose 
defInltlvamente despuds de estas observaclones que la mltocon­
drla de cerebro posee las mlsmas propledades que las de otros 
drganos (Bosmann y Hemswork, 1970).
De estos experlmentos se deduce que la mltocon­
drla libre Clark y Nlcklas Incorpora amlnodcldos marcados. Sln 
embargo, el empleo de esta tecnlca de preparacldn no logra la 
separacldn de mltocondrlas libres y slndptlcas, slno solamente 
proporclona la fraccldn de mltocondrlas libres, por ïo que fue 
necesarlo recurrlr al empleo de otros gradlentes.
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5 .2.1.2,- Mltocondrlas libres y alndpticaa alsladas por gradlen­
te discontfnuo de Flcoll
Desde la introduccidn de los gradlentes de Flcoll 
para el alslamlento de distintas particules de homogenados de 
cerebro, se han descrlto una gran variedad de mdtodos para la 
obtencldn de mltocondrlas, como los desarrollados por Kurokawa 
y col. (1965), Abdel Latlf (1966), Autlllo y col. (I968), Cot- 
man y col. (1971), Cotman y Matthews (1971), Clark y Nlcklas 
(1970), Lai y Clark (1976), Lai y col. (1977), Booth y Clark 
(1978), apreciando que pequeflas modificaciones metodoldgicas 
llevan consigo grandes variaciones en las fracciones mitocon­
driales obtenidas. Por ello, se puso a punto una tdcnica basada 
en la de Booth y Clark (1978), para separar las dos fracciones 
de mltocondrias libres y sindpticas.
a) Estudlo enzimdtico en el gradients discontinue de Flcoll al 
7.5 % y 10 %
En la dlstrlbucldn del lactato deshidrogenasa a 
lo largo del proceso de separacldn, no se han encontrado dlfe- 
renclas entre las fracciones obtenidas por Flcoll de las obte­
nldas por sacarosa, excepto en la fraccidn de mltocondrlas li­
bres, cuya Bctividad corresponde al 0,13 % de la actividad del 
homogenado frente al 0,41 % encontrado en sacarosa. Respects a 
las actlvldades enzimdticas especiflcas se ha logrado una mayor 
purlfIcacldn en Flcoll, encontrando unos valores de 43 ± 20 (11) 
nmol/mln/mg para mltocondrias libres y 98 2  36 (6) nmol/mln/mg 
para mltocondrlas slndptlcas. En cuanto a la actlvldad acetllc^ 
llnesterasa represents en las dos fracciones mitocondriales de
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Picoll unos valores semejantes a los obtenldos en sacarosa con 
unas actlvldades enzlmdtlcas especiflcas de 20 2  T (13) nmol/ 
mln/mg para mltocondrlas libres (valor coïncidente con sacaro­
sa) y 51 2 ^2 (6) para mltocondrlas slndptlcas (valor llgeramen 
te superior a sacarosa). El marcador mitocondrial cltrato sinta 
sa posee unas activldades especlficas simllares en ambas tecnl- 
cas. No obstante, hay que destacar, un mayor rendlmlento en Pi­
coll obtenlendose para mltocondrlas libres el 1,17 % de la pro­
teina total frente al 0,73 % en sacarosa y el 0,3 % en mltocon­
drlas slnaptlcas de Picoll comparado al 0,215 % para la mlsma 
fraccldn en sacarosa.
b) Ensayos resplratorlos
La capacldad respiratoria mitocondrial frente a 
dlstlntos sustratoa oxldables define el grado de funclonalidad, 
utlllzdndose dos pardmetros, el RCR y el Indice P:0. En presen­
cla de plruvato mds malato el RCR ha sldo de 4 aproxlmadamente, 
para las dos fracciones con un Indice P:0 de 2,81 en mltocon­
drlas libres y 3,1 en mltocondrlas slndptlcas. A su vez, en pre­
sencla de succlnato se han obtenido valores semejantes a los 
descrltos por Lal y Clark (1976). Con glutamato mds malato apa­
recen unas actlvldades resplratorlas Inferlores a las descrltas 
presentando no obstante un RCR de 3 aproxlmadamente.
La adlclon de magneslo al medlo de resplracidn 
provocd una calda en los valores resplratorlos de laà dus fra^ 
clones mitocondriales, slendo muy significative con plruvato mds 
malato. En la presencla de succlnato este descenso es menor, aj. 
canzdndo un aumento en el RCR, fendmenos semejantes en presen-
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cia del cltado idn han sido descrltos por Moore y Jobsls (1970).
Del andllsls de los valores obtenldos tanto en
enzimas marcadores como en resplracidn, se deduce que el gradlen
te discontinue de Picoll al 7,5 % y 10 %, proporclona las dos
fracciones mitocondriales con un buen grado de pureza, metabdl^ 
camente muy activas y altamente acopladas, resultando apropia- 
das para estudios "in vitro" donde se requiere un alto grado de 
funclonalidad metabdlica.
5.2.1.3.- Incorporacidn "in vitro" de ^H-Leucina por mltocon­
drias libres y sindpticas. aisladas por gradlente dis­
continua de Picoll
La Incorporacidn de leuclna trltlada en las dos 
fracciones mitocondriales es proporcional al tiempo slendo li­
neal durante los prlmeros 45 mlnutos, obtenlendose a la hora de 
Incubacldn unos valores de 0,857 t 0,1 (4) pmol/mg, para mlt£
condrla libre y 0,534 ♦ 2 (2) pmol/mg para mltocondrla sl-
ndptlca. Estos datas resultan dlffcll de comparer con los obte­
nldos por otros autores, ya que como apuntd Seattle (1979) du­
rante mucho tlempo la Incorporacidn se ha expresado en cmp/mg 
y no en pmol/mg. Este mlsmo autor, ha apuntado una incorpora­
cidn de 20 - 60 pmol/mg a concentraclones de leuclna de 60 - 80 
En nuestras condiciones de experimentacldn, la concentra- 
cldn utllizada ha sido 0,02/&M es decir de 3000 a 4000 veces nm 
nor, obtenlendose una Incorporacidn 23 veces menor. A su vez , 
hay que conslderar que- estamos en un sistema no saturado, como 
se deduce de la correspondencla lineal entre concentracldn de 
leuclna en el medio de Incubacldn e Incorporacidn, deducldndose
184
que nuestra preparacldn mitocondrial posee una alta capacldad de 
Incorporacidn, Ramirez y col. (1972) han descrlto un valor de 
0,224 pmol/mg/h para mltocondrias slndptlcas en unas condicio­
nes simllares a las nuestras, representando menos del 50 % al- 
canzado en nuestros resultados. las dos fracciones mltocondrla- 
les, son reslstentes a cicloheximlda, descartdndose la poslhlli 
dad de sintesls proteica cltopldsmlca y muy sensibles al cloran 
fenlcol, caracterlzando la Incorporacidn obtenlda como blosint^ 
sis proteica mitocondrial.
Comparando los valores de Incorporacidn de mlto­
condrlas libres y slndptlcas entre si, se puede sugerir una ma­
yor actlvldad bloslntétlca en mltocondrlas libres. No obstante, 
a lo largo de los experlmentos reallzados, se ha encontrado cier 
ta varlabllldad en los resultados, orlglnando dmpllas desviaclo 
nés numérisas que nos llevaron a conslderar la posible contaml­
nacldn bacterlana en nuestra preparacldn. Ya que el sistema blo 
slntétlco bacterlano y el mitocondrial poseen propledades seme­
jantes frente a diverses antlbldtlcos, slendo ambos sensibles 
al cloranfenlcol y reslstentes a la cicloheximlda (Borst, 1972) 
cabe la poslbllldad de conslderar como blosintesls proteica mi­
tocondrial la debida no sdlo a la mitocondrial slno tambldn a 
la bacterlana cuando existe un grado Importante de contamina- 
cldn en las preparaclones. Sln embargo, clertos autores (Roodyn 
y col., 1961; 965; Kalf, 1963; Kroon, 1963) considéras sln Im­
portancla la contrlbucldn bacterlana en la incorporacidn. A su 
vez Bachelard (1966).observé que una contamlnacldn de 400 a 1000 
bacterlas por ml résulta Inslgnlfleante en estos estudios. No 
obstante, Beattie y col. (1967 c) reallzaron un estudlo detalla 
do comprobando como la mltocondrla alslada en condiciones esté-
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riles Incorporaba amlnodcldos y como un numéro de 10,000 colo­
nies pueden afectar a la Incorporacidn, En los experlmentos rea 
lizados "In vitro” con leucina tritlada se encontrd una contenu 
nacldn bacterlana comprendlda entre 5.000 y 10.000 colonies por 
ml, slendo un factor que puede contrlbulr a las desvlaclones en 
contradas, especlalmente en la fraccldn de mltocondrlas slndpt_i 
cas, ademds de las poslbles dlferenclas exlstentes entre las m^ 
tocondrlas obtenidas en las dlstlntas preparaclones.
a) Incorporacidn de Leucina en presencla de sustratos
Dada la funclonalidad encontrada en las prepara­
clones mitocondriales se sustituyd el sistema exdgeno de prodtæ 
cldn de ATP por slstemas enddgenos, adlclonando al medlo de In­
cubacldn sustratos oxldables. En estado IV la Incorporacidn fue 
menor en la presencla de sustratos tanto en mltocondrlas libres 
como en slndptlcas, alcanzando con glutamato mds malato los md- 
xlmos valores, que en mltocondrlas slnaptlcas fueron superlores 
a los alcanzados con fuente exdgena. En estado III, en presen­
cla de succlnato y de plruvato mds malato, ha habldo un Incre- 
mento en ambas poblaclones, slendo muy slgnlfIcatlvo en mltocon 
drla slndptica con succlnato y obtenlendo un aumento Importante 
en mltocondrla libre con plruvato mds malato. La sustltucldn de 
ADP por un "trap" de hexoqulnasa en presencla de plruvato mds 
malato produjo un estimulo similar en ambas fracciones. En pre­
sencla de atfactllosldo y glutamato no se aprecld variacldn si£ 
nlfIcatlva frente al estado IV.
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5.2.1,4.- Incorporacidn "In vitro" de '^^ C-’L-leucina en mltocon­
drlas libres y sindptlcas aisladas por gradlente d l a -  
continuo de Flcoll
En esta serle de experlmentos se tuvo un especial 
culdado en el control de contamlnacldn trabajando en condiciones 
de seml esterllldad, a lo largo de todo el proceso. La contaml­
nacldn nunca fud superior a 1.000 colonlas/ml, slendo los valo­
res normales de 100 a 300 colonlas/ml, despues de haber reallza 
do la Incubacldn. La Incorporacidn se mostrd lineal frente al 
tlempo, alcanzandose unos valores de 1,858 ±0^23 (2) pmol/mg
/45 min para mltocondrla libre y 1,981 t 0,38 (2) pmol/mg/45
min, para mltocondrlas slnaptlcas. El aumento en la Incorpora­
cidn alcanzada con ^^C-Leuclna se expllcarfa por la mayor esta- 
bllldad de los Isdtopos frente a ^H, ellmlnando los poslbles 
fendmenos de Intercamblo. La concentracldn de leuclna ha sldo 
145 veces superior, que juntamente con la adlcldn de magneslo 
al medlo de Incubacldn, han determlnado el aumento en la Incor 
poracidn especlflca.
De los experlmentos de Incorporacidn frente al 
tlempo a 37  ^ G, no se pueden deduclr dlferenclas entre las dos 
fracciones mitocondriales, no obstante de la Incorporacidn rea- 
llzada a 3 0 5  c ,  juntamente con la media de los valores contrô­
les en dlstlntos experlmentos de 1,517 + 0,26 (6) pmol/mg/ 30
min, para mltocondrlas libres y de 1,222 2 0,14 (6) pmol/ mg/
30 min, para mltocondrlas slndptlcas, se suglere una mayor ac­
tlvldad bloslntdtlca en mltocondrias libres frente a mltocon­
drlas slndptlcas.
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La incorporacidn ha sido fuertemente inhibida por 
cloranfenlcol en las dos fracciones mitocondriales, no mostran- 
do senslbllldad a cicloheximlda. El dinltrofenol, ha causado una 
fuerte Inhlblcldn demostrdndose la dependencla estrecha entre In 
tegrldad funcional y blosintesls proteica mitocondrial. Porcen- 
tajes del 50 % de Inhlblcldn con DNP han sido descrltos por La­
rry y col. (1972) en condiciones simllares a las nuestras. Tam­
bldn se estudld el efecto del magneslo, ya que existen dlstln­
tos crlterlos sobre los requerlmlentos de dlcho idn, asi Beat­
tie y col. (1979) consideran necesarlo el aporte extemo de mag­
neslo, mlentras Larry y col. (1972) oplnan que la mltocondrla 
posee unos nlveles suficlentes para la sintesls protélca. En 
nuestras preparaclones la ellmlnacldn del magneslo del medlo prjo 
dujo una Inhlblcldn importante. A la luz de estos resultados se 
deduce que no es necesaria la adicldn de magneslo, pero su eli. 
ralnacidn produce fuertes inhibiclones.
a) Efecto de la concentracldn de ^^C-Leuclna
Existe un comportamlento lineal entre concentra­
cldn de leuclna e Incorporacidn obtenlda en las dos fracciones 
mitocondriales, no obstante a altas concentraclones en mltocon­
drla slnéptlca se observa una gran Incorporacidn. En las coneen 
traclones habltuales de experimentacldn (ly/tGl/ml) el comporta­
mlento en ambas fracciones es semejante. De los resultados des­
crltos se deduce que el sistema no se encuentra saturado.
b) Incorporacidn de ^^'G-Leuclna en presencla de sustratos
La Incorporacidn en presencla de plruvato mds
180
malato y succlnato en estado IV es Inferior a la obtenlda con 
fuente exdgena de ATP, encontrando unos valores semejantes con 
glutamato mds malato. En estado III se ha estlmulado la Incorpo 
racldn con todos los sustratos, destacando los altos valores el. 
canzados con glutamato mds malato de 3,4 y 3,2pmol/mg/30 min 
para mltocondrlas libres y slndpticas respectlvamente. Estos r^ 
sultados son concordantes con los obtenldos en Leuclna de 
forma que la presencla de glutamato mds malato résulta en una 
alta Incorporacidn, suglrlendo como poslbles causas un aumento 
en el reservorlo de amlnodcldos en la mltocondrla juntamente con 
un alto acoplamlento entre el sistema de produccldn de energfa 
y bioslntesls proteica con dlcho sustrato.
c) Efecto de la hormona tlroldea y barblturatos en la Incorpo­
racidn de ^^C-Tjeuclna
Una vez selecclonado el sistema de mdxlma efectj. 
vldad en la bioslntesls proteica mitocondrial, se estudld el 
efecto que provocaba sobre la mlsma el fenobarbltal y la trlyo- 
dotlronlna. En ambos casos se ha obtenido un efecto Inhlbldor . 
Estos resultados no son concordantes con los de Roodyn. y col. 
(1965) qulen no encontrd, tras la adlcldn de a mltocondrlas 
de hlgado de ratas normales, varlacldn en la bioslntesls protel 
ca mitocondrial "in vitro", observando un estlmulo en dicha sln 
tesls cuando la triyodotlronlna se admlnlstraba "in vivo". La 
dlferencla encontrada puede deberse a la dlstlnta procedencla 
de las mltocondrlas, asl como a su dlstlnta obtencldn y condi­
ciones de Incubacldn.
La dlsmlnucldn de la Incorporacidn en mltocon-
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drlas tras la adlcidn de fenobarbltal podrla expllcarse en fun- 
cldn de las dosis empleadas, 200^g/mg, slendo muy alta en re­
lacldn a los valores de pentobarbital encontrados en cerebros de 
rata tolérantes, que alcanzaron una concentracldn de 40^g/g de 
tejldo (Ho y col. 1975). A su vez entre los muchos efectos orl- 
glnados por los barblturatos se cltan, la inhlblcldn de la fos- 
forllacldn oxldatlva (Sharpless, 1970) y dado que la bioslnte­
sls proteica mitocondrial es dependlente de aporte energdtlco , 
al estar Inhibida la fosforllacidn oxldativa quedarla inhibida 
la sintesls de ATP y por lo tanto la bioslntesls proteica mito­
condrial.
Tambldn el DNP y la ellmlnacldn de magneslo del 
meàio de incubacldn redujeron notableraente la incorporacidn.Con 
flrmdndose de esta manera que aquellos agentes que modiflquen 
la fosforllacidn oxldatlva (DNP y barblturatos) modlfIcardn la 
Incorporacidn y la blosintesls protélca mitocondrial.
d) Efecto de la tlroldectomia en la Incorporacidn de ^^C-Leucl- 
na
Otro aspecto estudlado fud que dada la importan­
cla de las hormonas tlroldeas durante el desarrollo en animales 
jdvenes (0'Farrell, 1975; Rail, 1977) y sus Impllcaclones en el 
consume de oxxgeno (Liberman y col., 1979), sintesls de RNA men 
sajero (Tata, 1966; Gadaleta y col., 1972; Augustine y Hymer , 
.1970), blosintesls de deteimlnadas proteinas como seroalbumlna 
(Lewallen y col., 1959-), enzlma mdllco (Oppenhelmer y col. ,1977 ) 
ATPasa sodlo-potaslo dependlente (Ismall-Belgl y Edelman, 1970) 
cltocromo c (Booth y Hollosky, 1975), y hormona del creclmlento
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(Samuels y Shapiro, 1976; Martial y col., 1977), y en la estimu 
lacidn de las actlvldades enzlmdtlvas A-gllcerol fosfato deshi­
drogenasa y cltocromo c oxldasa en higado, se estudld el efecto 
de la tlroldectomia sobre la blosintesls proteica mitocondrial 
y determlnados enzimas mitocondriales.
Se utlllzaron ratas tlroldectoralzadas qulrurgica 
mente a los trece dias de vida y se sacrlfIcaron a los 18 dias. 
En el estudlo de Incorporacidn se utllizd como fuente de energia 
el sistema exdgeno. En los resultados obtenldos aparece un lige 
ro aumento en la incorporacidn de leuclna en ratas tlroldectomi 
zadas tanto en la fraccidn de mltocondrlas libres como en slndp 
tlcas, en relacldn a los contrôles.
A su vez hay que destacar la Incorporacidn obte­
nlda en mltocondrlas slndpticas en ratas contrôles de 0,606 pmol 
/mg/30 min, suponlendo un gran descenso tanto frente a mltocon­
drla libre del mlsmo estadlo como en relacldn con el estado adul 
to.
De los enzimas estudlados hay que destacar una 
llgera dlsmlnucldn en la actlvldad de cltocromo c oxldasa en 
las dos fracciones mitocondriales, que colncldlria con los re­
sultados descrltos en higado por Gavaret y col. (1979).
Del andlisls de estos resultados se deduce que 
la tlroldectomia en la etapa de desarrollo reallzada no ha su- 
pucsto grandes variaciones ni en la capacldad bloslntdtlca mi­
tocondrial ni en las actlvldades enzlmdtlcas estudladas.
A su vez hay que conslderar que para apreclar va
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riaciones significativas en los pardmetros estudlados Gavaret y 
col. (1979) apuntaron la necesldad de trataralentos conjuntos de 
tlroldectomia y admlnlstracldn de grandes y repetldas dosis de 
hormona tlroldea.
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5.3.- Mltocondrlas alsladas por bifase
5.3.1.- Utllidad de los slstemas blfdslcos
Los slstemas blfdslcos de solventes orgdnlcos 
han sldo de gran utllidad para separar sustanclas de dlstlnta 
naturaleza en funcldn de sus constantes de reparto. No obstan­
te, el cardeter de los componentes de estos slstemas no ha per 
mltldo su apllcacldn a la separacldn de materlales bloldgicos, 
ya que provocaban en los mlsmos alteraclones estructurales,
El use de polfmeros de alto peso molecular solu­
bles en agua, como el Dextrano T 500 y el polietllengllcol 4.000 
han permltldo soluclonar la cltada llmltacldn en la apllcacldn 
de esta tecnlca a materlales bloldgicos.
Cuando se dlspone de dos soluclones acuosas de 
estos polfmeros a concentraclones taies que resulten Inmlscl- 
bles, se foimard un sistema blfdslco, en el que la fase costl- 
tulda por el Dextrano presentard un caracter hldrdfllo, mlentras 
que la fase formada por polietllengllcol manlfestard un cardc- 
ter hldrdfobo. En estas condiciones tras la adlcldn de‘Un mate­
rial bloldglco constltuldo por dlstlntos tlpos de particules , 
cada clase de particule se repartlrd en una u otra fase en fun 
cldn de la aflnldad que presenten por cada una de ellas, lo que 
a su vez dependerd de su solubllldad.
Otro factor muy Importante de estos slstemas bl- 
faslcos fue el hallazgô del dlstlnto reparte que experlmentan 
las sales tras su adlcldn, ya que este supondrd un reparte desJL 
gual lo que provocard que las fases se encuentren cargadas. Asi
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el i(5n fosfato se localize preferentemente en la fase de Dextra 
no, cargdndose negativamente, mlentras que la fase de polle- 
tllengllcol presentard una carga positiva. Otro Ion frecuente- 
mente empleado es el Idn cloruro, que se localiza preferentemen 
te en el polietllengllcol, cargando a esta fase negativamente y 
por lo tanto adqulrlendo la fase de Dextrano una carga poslti 
va.
El conjunto de estos factores, caracter hldrdfl­
lo o hldrdfoho de las soluclones de los pollmeros, junto con la 
carga creada por los lones, son los factores que determlnardn 
la mayor o menor carga de las fases del sistema. De aqul se dn 
duce que la carga que presente una particule, asf como su solu- 
bilidad, condlclonaran la aflnldad por la fase de Dextrano o por 
la de polletllenglicol preferentemente. A su vez, conslderando 
que esta carga superficial de una particule depende de la compo 
slcldn de la membrana, particules que dlfleran en los componen­
tes de las membranas son susceptibles de separarse por estos 
slstemas blfdslcos.
Otro aspecto de estos slstemas, es la gran slm- 
pllcldad y rdpldez de los mlsmos, lo que supone una escasa ma- 
nipulacldn, que junto con las condiciones suaves empleadas, 
mantlenen la Integrldad de las particulas a lo largo del pro­
ceso.
El empleo de slstemas blfdslcos, creados por Dex 
trano y polletllenglicol han sldo empleados satlsfactorlamente 
para la separacldn y alslamlento de particulas subcelulares co­
mo mltocondrlas y cloroplastos (Albertsson, 1971; Gardestrdm y 
cols,, 1978; Larsson y col., 1971; Larsson y Andersson, 1979 ;
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Albertsson y col., 1980) llegando a obtenerse en el caso de ml­
tocondrias de hojas una Integrldad y pureza superior a la encon 
trada en fracciones alsladas por tdcnlcas de centrlfugacldn.
5.3.2.- Caracterlzacldn de mltocondrlas libres y slnaptosomas 
alslados por bifase
a) Actlvldades enzlmdtlcas
Coraparando los valores de las AEE de diverses en 
zlmas, en la fraccldn de mltocondrla libre alslada por las dls­
tlntas técnlcas desarrolladas a lo largo de la Tesls (Tabla XLV) 
se pone de manlflesto la alta pureza alcanzada en la fraccldn 
alslada por bifase, deducldndose asimlsmo la capacldad de purl- 
flcacldn de esta tecnlca, slendo especlalmente llamativo con la 
actlvldad lactato deshidrogenasa ya que de los 377 nmol/mln/mg 
descrltos para esta fraccldn alslada por sacarosa se pasa a I4 
nmol/mln/mg tras el empleo de bifase, asimlsmo se reducen nota- 
blmente la AEE de acetll collnesterasa, pasando de los 30 nmol/ 
mln/mg en sacarosa o de los 50 de Flcoll 3 - 6 a 11 nmol/mln/ 
mg para bifase, estos datos selecclonan a la tdcnlca de los sl£ 
temas blfdslcos como la mds eflcaz para la obtencldn de fracclo^ 
nés mitocondriales con un alto grado de pureza. El rendlmlento 
en proteina mitocondrial es del 0,53 %, slendo el mds bajo de 
los dlstlntos metodos empleados (Tabla XLV).
b) Ensayos resplratorlos de mltocondrlas alslados por bifase
Jja slmpllcldad del método del sistema blfdslco 
presuponfa que se mantendrla una buena Integrldad de los orgdnu
TABLA XLV
TABLA RESUMBN DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS ESPECIPIGAS DE MI- 
TOCONDRIAS LIBRES AISLADAS POR DISTINTOS METODOS.
Sacarosa Picol 3-6 % Picoll 7,5-10^ Bifase
Lactate des- 
hidrogenaaa 
con tritdn
377 ♦ 27 
(3)
164 ± 27,5 
(5)
43 ♦ 20 
(11)
14 + 6 
(2)
Acetil coli- 
nesterasa
30 2 38 
(3)
50 2  0,9 
(5)
2 0 +  7 
(11)
11 + 1 
(2)
Citrato sin- 
tasa
1381 f 0 
(1)
720 it 190 
(2)
856 + 246 
(8)
633,5+45,'
(2)
Rendimiento 0,73 % 1,1 % 1,17 # 0,53 %
Duraci($n del 
proceso en horas 4,5 2 2 3
Los resultados estan expresados en nmol/min/mg.
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los, dato que fue comprobado por su capacldad respirâtoria fren 
te a distlntos sustratos oxidables (Tabla XLII), los valores de 
la razon RCR en presencia de succinato, piruvato més malato y 
glutamato mas malato son de très, slgnlficando un ,'buen acopla- 
miento por efecto del ADP. No obstante, el indice mds represen­
tative de la integridad funcional viene determinado por el inddL 
ce P:0, alcanzando un valor de 2,4 y 2,8 para glutamato y piru­
vato en la presencia de malato y de 1,8 para succinato, dedu- 
ciendose que esta fraccidn mitocondrial posee una buena activi- 
dad metabolica,
Cuando se modificaron las concentraciones de po- 
tasio del medio de incubaci<5n se aprecio un ligero estimulo de 
los RCR en el medio 100 mM potasio con succinato y glutamato m^s 
malato, siendo este incremento una propiedad tipica de las mito 
condrias de cerebro. No obstante en el caso de piruvato mëls ma­
lato se produjo una disminuci(5n de este cociente.
Coraparando los valores respiratorios en mitocon- 
drias libres aisladas por los diferentes métodos empleados a lo 
largo de esta Tesis (Tabla XLVI), se aprecia que los RCR ra^ s ba 
jos correspondes a las fracciones aisladas por sacarosâ, mostran 
do bajo acoplamiento por efecto del ADP, excepto para succinato. 
En las fracciones aisladas por bifase se encuentrnn valores de 
RCR semejantes a los de fracciones obtenidas por gradientes di^ 
continues de Picoll. De estos resultados se desprende que la mi 
tocondria aislada por bifase posee una alta pureza con una bue­
na capacidad respiratoria y por lo tanto con gran actividad meta 
bolica.
mTABLA XLVI
PARAMETROS RESPIRATORIOS DE MITOCONDRIAS LIBRES AISLADAS POR DIS 
TINTOS METODOS.
Sacarosa Picoll 7,5-10 % Bifase
Estado m  RCR Estado III RCR Estado RE RCR
Piruvato 3 mM 
+ malato 2,5mM 206 1,54 157,3 3,95 70 3,0
Succinato 
10 mM 266 1,9 113,3 3,17 118,0 3,4
Glutamato 5 mM 
♦ malato 2,5mM 148 1,7 60,3 2,58 59,0 3,4
Los resultados estan expresados en natomos O^/min/ 
mg y corresponden a ensayos realizados con medio 100 mM K'
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c) Microscopxa electronics
La confirmacion de la pureza de la fraccidn de 
mitocondrias se ha obtenido del andlisis relizado por microsco- 
pfa electronics. Las fotografias correspondientes a secciones 
de mitocondrias muestran una ausencia total de otro tipo de par 
tfeulas, excluyendo asf la contaminaciOn de sinaptosomas. El 
otro aspecto de interes es la alta integridad de los orgOnulos, 
no existiendo fragmentos en la preparaciOn, sino mitocondrias 
perfectamente limitadas por sus membranas. De los dos tamafios 
de mitocondrias aparecidos, se podrfa sugerir que se deben a 
mitocondrias en distinto estado funcional, o bien que corres- 
pondan a mitocondrias hinchadas (las de mayor tamano) pudiOn- 
do ser causado durante el proceso de preparaclOn de las mues- 
tras para su examen microscopico. A su vez la fracciOn de si­
naptosomas muestra una preparaciOn con gran pureza, no habiOnd^ 
se encontrado mitocondrias libres en la misma. La Integridad de 
los sinaptosomas estO preservada, no existiendo fragmentos y 
mostrando todos los componentes tfpicos de la terminaciOn ner- 
viosa. Otro dato quo confirma la bonded de las preparaciones 
de las particules aisladas por bifase, es la presencia..en de- 
terminados sinaptosomas de la membrana postsinOptica, encontrOn 
dose complete la sinOpsis con todos sus componentes.
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5.4.- Mitocondrias libres y sin^pticas aisladas por gradientes 
discontinuos de Ficoll y purificadas por bifase
5.4.1.- Determinaciones enzim^ticas
Las fracciones mitocondriales aisladas por gra­
dientes discontinues de Ficoll se sometieron a Bifase. De los 
ensayos enzim^ticos realizados se ha comprobado una vez mâs la 
disminucidn en las actividades enzimàticas marcadoras de conta 
minantes. Este aspecto résulta de gran interés ya que el rend^ 
miento en proteina mitocondrial con el empleo de gradientes de 
Picoll es el méis elevado de los métodos empleados, siendo de 
gran utilidad la bifase para efectuar una posterior purifica- 
cion de estas fracciones rindiéndonos de esta manera una frac- 
clon muy pura y a su vez con suficiente material para poder rea 
lizar distintos ensayos metabélicos. Este aspecto cobra gran in 
terés en la fraccién de mitocondrias sinépticas, donde el ma­
yor rendimiento se obtiens con el empleo de grandientes de Pi­
coll, pero su nivel de contaminacién suele ser ligeramente su­
perior al de mitocondrias libres.
A BU vez, se ha encontrado una gran similitud en 
los valores enziméticos estudiados en la fraccién de mitocon­
drias libres en ratas de 18 dias y en adultas. No obstante, en 
la fraccién de mitocondrias sinépticas a los 18 dias han apare- 
cido una disminucién importante en las actividades citocromo c 
oxidasa y citrato siritasa, sugiriendo que en este periodo no e^ 
tarian totalmente formadas y desarrolladas todas las terminacio 
nés nerviosas, aspecto que estaria a su vez relacionado con una 
maduracién incompleta de todos los componentes de la misma, afec
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tando por lo tanto a la mitocondrla sinéptica,
5.4.2.- Incorporacion de leuclna
Varies aspectos han aparecido de interes. Por una 
parte el incremento de la incorporacion de las mitocondrias pu­
rificadas por bifase respecto a las no purificadas, sugiriendo 
que la mayor pureza de estas fracciones, supone una eliminacién 
de proteina no mitocondrial que produce un aumento en la radio- 
actividad especifica, siendo muy Importante este factor en la 
fraccién de mitocondrias sinépticas donde el incremento ha sido 
de 44,2 %.
Comparando los resultados encontrados en el pe­
riodo de 18 dias con el adulto, se ha apreciado un ligero aumen 
to en la fraccién de mitocondrias libres frente a ratas adultas, 
dato descrito por Guiffrida y Gadaleta (1978), quien observé una 
mayor incorporacion en periodo neonatal.
Por ultimo, en la fraccién de mitocondrias siné_g 
ticas procedentes de ratas de 18 dias de vida, se ha encontrado 
junto con el descenso en la incorporacién, una disminucién en 
las actividades enziméticas citrato sintasa y citocromo c oxida 
sa, que sugieren una incompleta maduracién de la mitocondria sj. 
néptica en dicho periodo.
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6.~ RESUMED Y CONCLUSIONES
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6.- RESUMED Y COWCLUSIONES
1.- El empleo de gradientes de sacarosa permite separar dos po- 
blaciones de mitocondrias, libres y sinépticas, sin contami^ 
nacion con microsomas, con discreta actividad respiratoria 
y ligera contaminacién con sinaptosomas. Las mitocondrias 
libres y sinépticas muestran espectros semejantes de cito- 
cromos, pero el contenido de RNA y DNA es mayor en las pri­
meras,
2.- Los certes de cerebro presenter baja actividad en la incor­
poracién de leucina tritiada en mitocondrias aisladas por 
gradients discontinuo de sacarosa, lo que sugiere un dano 
irreversible del tejido durante el proceso.
3.- La leucina tritiada, administrais intraventricularmente, se 
incorpora en mitocondrias libres y sinépticas aisladas por 
gradients de sacarosa con diferente comportamiento en ambas 
poblaciones. En las mitocondrias libres aparece un maximo de 
Incorporacién a las 13,3 h ., mientras que en las sinapticas 
aparecen dos a las 3 y 22 h,, y un mfnimo a las 13., 3 h.
4.- Los resultados de incorporacién de leucina se interpretan 
por la llegada a la terminacién sinéptica de material no mar 
cado, y altamente marcado, en periodos sucesivos y mediants 
transporte axopldsmico. Tal interpretacién se corrobora por 
experimentos de pulso-caza y por administracién intraventr^ 
cular de colchicina.
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5.- La incorporacién "in vivo" de leucina tritiada en mitocon­
drias libres y sinépticas es més sensible a la cicloheximi- 
da que al cloranfenicol, cuando se administra por via intra 
peritoneal. Ambos antibiéticos, y en particular, el cloran­
fenicol, producen una fuerte inhibicién cuando se adminis- 
tran por vfa intraventricular.
6.- Las mitocondrias, obtenidas por el método de Clark y Nicklas, 
tienen una cierta contaminacién con sinaptosomas, e incorp^ 
ran leucina tritiada "in vitro" en un proceso muy inhibido 
por el cloranfenicol e insensible a la cicloheximida.
7.- El empleo de gradientes discontinues de Picoll permite ob- 
tener mitocondrias libres y sinépticas, con mener contami­
nacién con sinaptosomas que las de sacarosa y poseen una 
alta funcionalidad respiratoria. El Mg** produce una dis­
minucién de la razén de control respirâtorio, excepte cuan 
do el succinato es usado como sustrato.
8.- Ambas poblaciones incorporas leucina tritiada y ^^C-leucina 
"in vitro" en un proceso inhibido por el cloranfenicol, in­
sensible a cicloheximida y estimulado por el Mg*'. La incor 
poracién es lineal durante los primeros 45 minutes y los va 
lores medios obtenldos son ligeramente més altos en mitocon 
drias libres.
9.- Los experimentos realizados con ^^C-leucina ofrecen una ma­
yor reproducibilidad y més alta actividad especffica de in­
corporacién. La contaminacién bacteriana no excede en estos 
experimentos de 300 colonias/ml.
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10.- La incorporacién "in vitro" es mayor en mitocondrias incu- 
badas con una fuente exégena de ATP - consistante en ATP, 
fosfoenolpiruvato y piruvatoquinasa - que en mitocondrias 
en estado IV de respiracion. El estado III, inducido por 
ADP, aumenta la incorporacién "in vitro". Los majores re­
sultados se consiguen en presencia de malato, glutamato y 
ADP.
11.- El dinitrofenol, el fenobarbital y la hormona tiroidea 
disminuyen la incorporacién "in vitro" de ^^C-leucina por 
mitocondrias libres y sinépticas.
12.- La incorporacién "in vitro" de ^^C-leucina por mitocondrias, 
obtenidas de ratas de 18 dias, es claramente inferior res­
pecto a las adultas en el caso de mitocondrias sinépticas, 
no observandose diferencias significativas en las libres.
13.- La tircodectomia, efectuada en ratas de 13 dias y sacrifi- 
cadas a los 18, no ofrece alteraciones significatives en la 
capacidad de incorporacién "in vitro" de ^^G-leucina,
14.- Las mitocondrias logradas por particién en bifase demues- 
tran un mayor grade de purificacién por criterios enzimét^ 
C O S .  La microscopla electrénica corrobora la preparacién 
de mitocondrias intactes, y carentes de contaminacién de 
sinaptosomas, respirâtoriamente muy activas y con razones 
de ADP/0 préximds a las teéricas.
205
15.- Las mitocondrias libres y sinépticas, aisladas por gradien 
tes discontinuos de Picoll y repurificadas por bifase,mues 
tran una escasa actividad de enzimas sinaptosomales e in- 
corporan "in vitro" ^^C-leucina, en presencia de fuente 
exogena de ATP, con la mayor actividad especifica de todas 
las preparaciones ensayadas.
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